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1 Einleitung  

1.1 Das Glioblastom  

1.1.1 Allgemein  

Gliome gehören zu den häufigsten malignen ZNS-Tumoren. Sie entstehen aus Gliazellen 

und ihren Vorläuferzellen (1). Die aktuelle Klassifikation der WHO teilt Gliome in Grad 

1 bis 4 ein und zieht hierfür neben histologischen und immunhistochemischen auch mo-

lekulare Diagnosekriterien hinzu (2). Grad-1 Gliome zeichnen sich durch einen wenig 

proliferativen Charakter aus und lassen sich chirurgisch kurabel behandeln. Gliome des 

Grads-2 weisen ebenso geringgradig proliferative Eigenschaften auf, wachsen allerdings 

infiltrativ und neigen dazu, zu rezidivieren. Gliome ab Grad-3 weisen histopathologisch 

u.a. Kernatypien als Hinweis auf höhergradige Malignität auf. So sind Grad-4 Gliome 

hochgradig proliferativ, können Nekrosen aufweisen und haben eine weitaus schlechtere 

Prognose (3). Zu den Grad-4 Gliomen gehört u.a. das Glioblastom (GBM), das stark 

proliferiert, infiltrativ wächst und neben Nekroseherden ein hohes Maß an Vaskularisa-

tion aufweist (2, 4). Wegen seines histopathologisch facettenreichen Erscheinungsbildes 

wurde dem GBM ehemals der Name Glioblastoma multiforme zuteil (5). 

Das GBM ist der häufigste maligne Tumor des Hirns/ZNS mit einem Anteil von 14,3% 

an allen Hirn-/ZNS-Tumoren und 49,1% an den malignen Hirn-/ZNS-Tumoren in den 

USA, in denen die Inzidenz bei ca. 3,23 pro 100.000 Einwohnern liegt und mit dem Alter 

zunimmt (1). In Europa beträgt die Inzidenz ca. 3,55 pro 100.000 Einwohner und ist somit 

ähnlich (6). Das GBM tritt bei Männern in den USA 1,6-mal und in Europa 1,34-mal 

häufiger auf als bei Frauen (1, 6). Das mittlere Alter der GBM-Patientinnen und -Patien-

ten lag bei ca. 61,3 +/- 14,0 Jahren (6). 

Mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von ca. 6,8% ist die Prognose des GBM insgesamt 

schlecht (1). Die Zwei-Jahres-Überlebensrate kann von 10,4% bei alleiniger Bestrah-

lungstherapie auf 26,5% bei zusätzlicher Behandlung mit Temozolomid verbessert wer-

den (7).  
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1.1.2 Therapie 

Wie die meisten Tumore im ZNS wird auch das GBM in erster Linie operativ durch radi-

kale Resektion behandelt, wobei neben Reduktion der Tumormasse hier zudem die histo-

logische Diagnose und Genotypisierung des Tumors im Vordergrund stehen (8). Eine ope-

rative Resektion, die radikal statt schonend erfolgt, verbessert die Prognose (9). Anschlie-

ßend folgt in der Regel eine kombinierte Radiochemotherapie, bestehend aus einer Strah-

lentherapie mit insgesamt 60 Gy und gleichzeitiger Temozolomid-Behandlung nach dem 

Schema von Stupp et al. (7). Im Anschluss an eine Standarderhaltungstherapie mit 

Temozolomid kann ein Einsatz von Tumortherapiefeldern erwogen werden, der das pro-

gressionsfreie Überleben und Gesamtüberleben weiter verlängert (10). 

 

1.1.3 Klassifikation  

Die Klassifikation des GBM orientierte sich ehemals nach der alten WHO-Klassifikation 

von 2016. Diese zog hierfür den Mutationsstatus der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) 

heran. Demnach wurde das GBM in drei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe umfasste 

die GBM mit einem IDH-Wildtyp-Status, während die zweite Gruppe diejenigen mit mu-

tiertem IDH-Status zusammenfasste. Die dritte Gruppe bildeten die GBM, bei denen die 

Sequenzierung des IDH-Status nicht möglich war (11). Die Einteilung nach dem Zeit-

punkt der klinischen Erstdiagnose entsprach dabei weitläufig der Klassifikation nach dem 

IDH-Status, wonach die GBM der mehrheitlich vorkommenden Gruppe mit IDH-Wild-

typ-Status zumeist den primären GBM zugeordnet wurden und die GBM der Gruppe mit 

IDH-Mutationsstatus überwiegend den sekundären GBM zugerechnet wurden. Dabei 

stellte das primäre GBM eine Erstdiagnose ohne Vorbefunde dar, das demzufolge als neu 

entstandenes de-novo-GBM bezeichnet wurde. Im Gegensatz dazu ging man ehemals 

beim sekundären GBM davon aus, dass es sich über Jahre hinweg aus niedrig-gradigen 

Gliomen des WHO-Grads 2 bzw. 3 entwickelt hätte (11, 12).  

Die alte Klassifikation von 2016, die noch in der Gruppe der diffusen Gliome des Er-

wachsenentyps 15 verschiedene Entitäten unterschied (2, 11), wurde durch die aktuelle 

WHO-Klassifikation von 2021 ersetzt, die ein neues Einteilungssystem einführte, das his-

topathologische Gesichtspunkte mit genetischen Veränderungen kombiniert. Das neue 

Einteilungssystem für diffuse, astrozytäre Gliome des Erwachsenentyps umfasst das 
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IDH-mutierte Astrozytom, das IDH-mutierte sowie 1p/19q-codeletierte Oligodendrog-

liom und das GBM mit IDH-Wildtyp-Status (2). Das ehemals nach der WHO-Klassifika-

tion von 2016 bezeichnete GBM mit IDH-Mutationsstatus, das klinisch zumeist den se-

kundären GBM zugeordnet wurde (11), wurde in der aktuellen Klassifikation von 2021 

durch das Astrozytom mit IDH-Mutationsstatus ersetzt (2). Außerdem umfassen die ak-

tuellen, erneuerten Diagnosekriterien des GBM mit IDH-Wildtyp-Status histologisch 

nachweisbare Nekrosen, mikrovaskuläre Proliferationen, die Chromosomenveränderung 

+7/-10 bzw. die Kombination  eines zusätzlichen kompletten Chromosoms 7 mit dem 

Verlust eines vollen Chromosoms 10 (2), die Amplifikation des Epidermal growth factor 

receptor (EGFR) bzw. die EGFR-Genamplifikation und die Mutation des Telomerase re-

verse transcriptase (TERT-) Promoters bzw. die TERT-Promoter-Mutation (2, 13-15), wo-

bei der EGFR einen Transmembran-Rezeptor (16, 17) und die TERT die katalytische Un-

tereinheit des Enzyms Telomerase darstellt (18). Sobald mindestens eines dieser genann-

ten Diagnosekriterien bei einem vorliegenden diffusen und astrozytären Gliom mit IDH-

Wildtyp-Status eines/einer Erwachsenen zutrifft, kann die Diagnose eines GBM vom 

IDH-Wildtyp gestellt werden, da die Diagnosestellung nach neuer WHO-Klassifikation 

nicht mehr ausschließlich vom histologischen Befund abhängt (2, 15). Im Zusammenhang 

mit pädiatrischen Hirntumoren, die in eine eigene Gruppe mit weiteren, teils anderen Di-

agnosekriterien eingeteilt wurden, wird der Begriff GBM nach neuer Klassifikation von 

2021 aktuell nicht mehr verwendet (2).  

 

1.1.4 Klinik  

Die Symptomatik hängt u.a. von der Lokalisation des GBM ab und ist entsprechend va-

riabel. Abhängig von der Lokalisation können einseitige, streng lokalisierte Kopfschmer-

zen, Persönlichkeitsveränderungen, Motorik- und/oder Sensibilitätsstörungen sowie Be-

einträchtigungen der Sprachmotorik und -Koordination bis hin zu Inkontinenz und Gang-

unsicherheit auftreten. Der intrakranielle Druck erhöht sich und führt zu Übelkeit und 

Erbrechen. Dieser kann bei der Untersuchung durch ein Papillenödem auffallen (5).  
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1.1.5 Tumor-Angiogenese  

Eine ausgeprägte Tumor-Angiogenese ist ebenfalls ein Merkmal und Diagnosekriterium 

des GBM (2, 4, 19). Die Angiogenese ist ein Prozess, bei dem aus bereits existierenden 

Gefäßen neue Gefäßäste wachsen und so neue, versorgende Gefäße entstehen lassen (20). 

Nach dem Abbau der Basalmembran migrieren und proliferieren Endothelzellen, um neue 

Gefäße zu bilden (21). Unter physiologischen Umständen wird dieser Prozess streng re-

guliert und läuft intermittierend ab, bspw. zur Wundheilung. Die unkontrollierte Angio-

genese dagegen hängt mit pathologischen Prozessen zusammen (22). So sind aufgrund 

des erhöhten Sauerstoff- und Nährstoffbedarfs wachsende Tumore ab einer bestimmten 

Größe auf eine erhöhte Vaskularisation angewiesen (22, 23). Dies erreicht der Tumor, 

indem er das Gleichgewicht zwischen Angiogenese-Inhibitoren und -Initiatoren, das nor-

malerweise aufseiten der Inhibitoren liegt, zugunsten der Initiatoren verschiebt. Die er-

höhte Freisetzung angiogener Faktoren gegenüber Angiogenese-Inhibitoren führt infol-

gedessen zum sogenannten „angiogenic switch“, der daraufhin die Tumor-Angiogenese 

auslöst (20, 24-27).  

Die Tumorzellen des GBM weisen ein sehr hohes Maß an Proliferation auf (28). Dies 

führt zu einem erhöhten Sauerstoffbedarf. Aufgrund der entstehenden hypoxischen Um-

weltbedingungen migrieren die Tumorzellen von der hypoxischen Zone weg. Dabei hin-

terlassen sie die charakteristischen, streifenförmigen Nekroseherde und es bilden sich die 

sogenannten „Pseudopalisaden“. Währenddessen sezernieren die hypoxischen Tumorzel-

len angiogene Faktoren, die zu mikrovaskulären Proliferationen führen. Die hypoxischen 

Tumorzellen migrieren daraufhin in Richtung der neu entstehenden Tumorgefäße. Solche 

hypoxischen Verhältnisse können neben erhöhtem Sauerstoffbedarf des Tumors auch 

durch Gefäßverschlüsse und Thrombosen verursacht werden, die im GBM häufig vor-

kommen (29, 30). Histologische Untersuchungen von über hundert zufällig ausgewählten 

Proben ergaben, dass das GBM in über 90% der Fälle vaskuläre Thrombosen aufweist. 

Dabei zeigten sich Pseudopalisaden größenabhängig vaskularisiert. Die nachgewiesenen 

Gefäße wiesen dabei morphologisch-pathologische Veränderungen auf, waren verzerrt 

oder thrombosiert und machten teilweise einen funktionsunfähigen Eindruck (31). Dabei 

ist das thromboembolische Risiko für Hirntumore besonders hoch und bleibt bei höher-

gradigen Gliomen selbst zwei Jahre nach chirurgischer Resektion weiterhin erhöht (32, 
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33). Hypoxie stellt somit eine der Hauptursachen der Tumor-Angiogenese im GBM dar 

und kommt, wie die Bildgebung zeigt, im GBM regelhaft vor (30, 34).  

Verschiedene Risikofaktoren beim GBM tragen zur Entstehung vaskulärer Thrombosen 

bei. Dazu gehören u.a. der veränderte Blutfluss in den dysmorphen Gefäßen des Tumors, 

eine Dysregulation der pro- und antithrombotischen Faktoren und das auftretende Hirn-

ödem (29). Das auftretende Hirnödem impliziert dabei einen Funktionsverlust der Blut-

Hirn-Schranke (BBB), der sich wegen der erhöhten Permeabilität der BBB in der Bildge-

bung als ringförmiges Kontrastmittel-Enhancement äußert (29, 35, 36). Dabei ermöglicht 

die MR-Bildgebung die Messung der erhöhten endothelialen Permeabilität der BBB (35). 

Die pathologischen Veränderungen der BBB, wie dysplastische Endothelzellen mit ver-

mehrten intrazellulären Vesikeln, ausgedünnter Basalmembran und abgelösten Perizyten, 

lassen sich mikroskopisch beobachten und bestätigen (29, 37).  

Zusammenfassend ist die BBB im GBM hochgradigen Funktionsstörungen ausgesetzt. 

Eine funktionsgestörte BBB gehört zu den pathologischen Merkmalen des GBM. Um ihre 

Rolle im GBM zu verstehen, wird im Folgenden der zelluläre Aufbau und der funktionelle 

Beitrag der BBB zum ZNS erläutert. 

 

1.2 Die BBB und ihre Funktionen  

1.2.1 Allgemein 

Der Begriff „Blut-Hirn-Schranke“ entstand aus der Beobachtung, dass die Gefäße im 

Hirn eine besonders geringe Permeabilität aufweisen. Dabei setzt sie sich aus mehreren 

Bestandteilen zusammen. Die Gefäßwand besteht aus Endothelzellen, glatten Muskelzel-

len und Perizyten. Das Hirnparenchym beherbergt die Astrozyten als weiteren zellulären 

Bestandteil der BBB und wird von der Gefäßwand durch den perivaskulären Raum ge-

trennt (38).  

Die BBB hat mehrere spezifische Eigenschaften. Zum einen sind die Endothelzellen des 

ZNS über besonders enge Tight-Junctions miteinander verbunden, die die parazelluläre 

Diffusion von Molekülen von der Blutbahn ins Hirnparenchym verhindern (39, 40). Au-

ßerdem exprimieren sie eine Vielzahl spezifischer Transportproteine und zeichnen sich 

durch geringe Transzytose-Raten aus. Dadurch sorgen sie für eine strenge Regulierung 



Einleitung 

6 

 

des molekularen Transports zwischen Blut und Hirnparenchym. Zuletzt regulieren die 

Endothelzellen des ZNS die Immunüberwachung, indem sie die Expression von Leuko-

zyten-Adhäsionsmolekülen, die für den Eintritt der Leukozyten ins Hirnparenchym not-

wendig sind, herabregulieren. Die BBB hält durch diese Eigenschaften die Funktionen 

des ZNS aufrecht (39).  

Trotzdem sind die Funktionen des BBB weniger eine Eigenleistung der Endothelzellen, 

sondern vielmehr das Ergebnis zwischenzellulärer Interaktionen des Endothels mit ver-

schiedenen Zellen der Umgebung. Zu diesen wichtigen Zellen, die die Entwicklung und 

Funktionen der BBB unterstützen, gehören die Perizyten (41, 42).  

 

1.2.2 Perizyten als Bestandteil der BBB und ihre Funktionen  

Perizyten sind perivaskulär gelegene Zellen, die die Blutgefäße umhüllen und in engem 

Kontakt zu den Endothelzellen stehen. Sie gehören u.a. neben Endothelzellen und Astro-

zyten zur sog. „Neurovaskulären Einheit“, die eine Vielzahl an Aufgaben zur Aufrechter-

haltung der BBB und der neuronalen Funktionen des Gehirns erfüllt. Im ZNS liegen die 

Perizyten zwischen den Endothelzellen der Gefäße und den Astrozyten des Hirnpa-

renchyms (39, 43). Sie weisen im Vergleich zur Peripherie v.a. in der Retina und um 

Hirnkapillaren eine besonders hohe Dichte bzw. einen hohen Bedeckungsgrad auf (44). 

Dabei ist die Permeabilität der BBB umso geringer, je höher der Bedeckungsgrad der 

Hirngefäße durch die Perizyten ist (41, 42). 

Perizyten beeinflussen die Genexpression in den Endothelzellen des ZNS. Bei einem 

Mangel an Perizyten ist die Expression permeabilitätssteigernder Gene in Endothelzellen 

erhöht. Außerdem senken Perizyten in Endothelzellen des ZNS die Expression verschie-

dener Leukozyten-Adhäsionsmoleküle. Dadurch regulieren Perizyten neben der Permea-

bilität der BBB auch die Immunüberwachung des ZNS und gewährleisten ihre Integrität. 

Außerdem stabilisieren Perizyten die Funktionsfähigkeit der Tight-Junctions zwischen 

den ZNS-Endothelzellen und regulieren zudem die korrekte Anordnung der Astrozyten 

an die Gefäße, da bei Abwesenheit der Perizyten weder funktionsfähige Tight-Junctions 

noch eine ordnungsgemäße Anhaftung der Astrozyten an die Gefäße vorgefunden werden 

konnte (41, 42). Daneben tragen Perizyten zur Regulation der Transzytose durch ZNS-

Endothelzellen bei. Ein Perizyten-Mangel führt zur Erhöhung der Transzytose und somit 
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der Permeabilität der BBB. Dies geschieht zumindest teilweise durch das Membran-

Transportprotein des Gens namens Major facilitator superfamily domain containing 2a 

(Mfsd2a). Mfsd2a reguliert die Transzytose in ZNS-Endothelzellen und wird bei Perizy-

ten-Mangel von diesen vermindert exprimiert, wodurch sich die Transzytose-Rate erhöht 

(41, 42, 45).  

Unter hypoxischen Bedingungen können Perizyten den Charakter multipotenter Stamm-

zellen annehmen und unter bestimmten Bedingungen zu Zellen vaskulären und neuralen 

Zelltyps umprogrammiert werden. Dabei kann die Umprogrammierung der Perizyten u.a. 

zu Endothelzellen, unreifen Neuronen, verschiedenen Gliazellen oder Mikroglia-Zellen 

mit Phagozytose-Eigenschaften erfolgen. Dies geschieht unter Hochregulation verschie-

dener Differenzierungs- und Stammzellmarkern, wie z.B. Sox2 und Klf4. Damit haben 

hypoxische Hirn-Perizyten das Potenzial, bei Bedarf, beispielsweise während regenerati-

ver Prozesse, Teile der BBB zu produzieren (46, 47).  

 

1.2.3 Perizyten und ihre Rolle im GBM 

Perizyten spielen aufgrund ihrer vielseitigen Fähigkeiten bei der Karzinogenese des GBM 

und seiner Malignität eine große Rolle. GBM-Zellen verändern und desorganisieren die 

Kontraktilität der Perizyten zu ihren Gunsten. Teilweise bilden sie durch Verschmelzung 

mit Perizyten neuartige, hybrid-ähnliche Zellen, die am Rande des Tumors liegen. Diese 

Hybrid-Zellen sind assoziiert mit abnorm dilatierten sowie verengten Gefäßen und hypo-

xischen Umweltbedingungen (48). 

Des Weiteren kann das GBM Perizyten in weitläufigen, gesunden, auch kontralateral ge-

legenen Teilen des Gehirns aktivieren und rekrutieren, sodass diese zur Penumbra am 

Randgebiet in Angrenzung zum Tumor migrieren, wo hypoxische Verhältnisse vorherr-

schen. Studien zufolge kommen aktivierte, rekrutierte Hirn-Perizyten am hypoxischen 

Randgebiet in hoher Zahl vor und stellen dort den Großteil der gefäßbedeckenden Peri-

zyten im Tumor-Gefäßbett (49).  

Außerdem entfalten Gliom-assoziierte Perizyten im GBM eine immunsuppressive Wir-

kung, indem sie immunsupprimierende Zytokine, u.a. den Transforming growth factor-β 

(TGF-β), sezernieren und dadurch immunsuppressiv und antiproliferativ auf Leukozyten 

und T-Lymphozyten wirken. Gliom-assoziierte Perizyten korrelieren mit dem 
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Malignitätsgrad der Gliome. Sie kommen in besonders hoher Zahl im GBM vor und in 

niedrigerer Zahl in Gliomen niedrigeren Grades. Gleichzeitig kommen einwandernde 

Leukozyten, u.a. CD8-positive T-Zellen, im GBM in geringerer Zahl vor, was auf die 

immunsuppressive Funktionen der Gliom-assoziierten Perizyten hinweist (50).  

Aufgrund ihrer besonderen Rolle innerhalb der BBB stellt sich die Frage, inwieweit Pe-

rizyten zur Tumorgenese des GBM weiter beitragen. Um die beteiligten Vorgänge und 

Zytokine zu verstehen, werden im Folgenden die biochemischen Vorgänge sowie Zyto-

kine erklärt, die für die Forschungsfrage relevant sind. 

 

1.3 Das mikrozelluläre Milieu des GBM  

1.3.1 EMT, verschiedene EMT-Faktoren und TGF-β 

Die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) ist ein Prozess, bei dem epitheliale Zel-

len eine Umprogrammierung zum mesenchymalen Zelltyp durchlaufen. Dabei verlieren 

sie ihre Haftung an die Basalmembran zugunsten erhöhter Migrationsfähigkeit und 

Apoptose-Resistenz. Die EMT wird in drei Kategorien unterteilt. Die EMT-Typ I tritt 

während der frühen Entwicklungsphasen der Embryogenese auf und erzeugt mesen-

chymale Zellen für die weitere Entwicklung. Sie ist u.a. an der Organogenese beteiligt. 

Die EMT-Typ II läuft während der Gewebereparatur und Wundheilung in sekundären 

Epithel- oder Endothelzellen ab. Infolge entzündlicher Vorgänge wandeln sich diese Zel-

len zur Unterstützung der Reparaturprozesse im betroffenen Gewebe in Fibroblasten um. 

Bei chronischen Entzündungen können dadurch allerdings Fibrosierungen des betroffe-

nen Organs die Folge sein. Die EMT Typ III kommt im Zusammenhang mit neoplasti-

schen Zellen vor, die dadurch die Fähigkeit zur Metastasierung erwerben und ihre Inva-

sivität erhöhen (51-53).  

Eine solche EMT kann im Tumor, wie bspw. im GBM, durch hypoxische Verhältnisse, 

die regelhaft im GBM vorkommen (30, 34), induziert werden (51). Dabei dient der sog. 

Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) als Transkriptionsfaktor und reguliert in Abhängig-

keit der Sauerstoffverhältnisse die Transkription verschiedener Gene. Hypoxia-inducible 

factor-1α (HIF-1α), ist neben dem Hypoxia-inducible factor-1β (HIF-1β) eine Unterein-

heit von HIF-1 und kumuliert unter hypoxischen Umweltbedingungen, da sein Abbau 

sauerstoffabhängig erfolgt. Deshalb wird es bei Hypoxie vermindert abgebaut. Die 
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Akkumulation von HIF-1α aktiviert dadurch die Transkription von HIF-1α- und HIF-1-

spezifischen Ziel-Genen (54, 55). Dabei führt HIF-1α u.a. zur Rekrutierung verschiedener 

myeloider Zellen, Tumor-assoziierter Makrophagen sowie endothelialer und perizytärer 

Vorläuferzellen aus dem Knochenmark. Die rekrutierten myeloiden Zellen, u.a. Tumor-

assoziierte Makrophagen, erhöhen durch Expression und Sekretion von Matrix-Me-

talloproteinase 9 (MMP-9) die Bioverfügbarkeit von Vascular endothelial growth factor 

(VEGF) und fördern dadurch die Tumor-Angiogenese im GBM, die zu den pathologisch 

veränderten Gefäßmustern führt (56), wobei MMP-9 ein Zink-abhängiges Enzym mit der 

Fähigkeit zum Abbau der Bestandteile der extrazellulären Matrix (57) und VEGF einen 

angiogenen Faktor darstellt (58). Diese Tumor-assoziierten Makrophagen sezernieren im 

Gliom bzw. GBM am invasiven Ausbreitungsgebiet große Mengen an TGF-β1, ein Zyto-

kin, welches die Invasivität des Tumors erhöht (59). TGF-β kann in Zellen unter bestimm-

ten Umständen, u.a. abhängig vom Zellzyklus, eine EMT auslösen (60, 61). Die hypoxi-

sche Mikroumwelt, die hohe Mengen an TGF-β aufweist, kann dadurch im Gliom bzw. 

im GBM Prozesse der EMT induzieren (51).  

Nachdem die Bedeutung der EMT in Bezug auf die Tumorgenese erläutert wurde, stellt 

sich nun die Frage, wie die EMT in verschiedenen Zellen induziert und reguliert wird. 

Deshalb werden im folgenden Kapitel solche EMT-Faktoren sowie die TGF-β-Familie 

vorgestellt.  

 

1.3.2 TGF-β und die verschiedenen EMT-Faktoren  

Die TGF-β-Familie ist eine Gruppe von Wachstumsfaktoren, die diverse Funktionen, u.a. 

im Hinblick auf Proliferation, Differenzierung, Motilität und Apoptose, erfüllt (62). Zu 

dieser Gruppe gehört der TGF-β, wovon es die drei Isoformen TGF-β1 bis TGF-β3 gibt 

und eine eigene Untergruppe bilden (63). TGF-β induziert die Genexpression seiner Ziel-

Gene, indem es im ersten Schritt an seinen spezifischen Rezeptor bindet. Dabei handelt 

es sich um einen Serin-Threonin-Kinase-Rezeptorkomplex aus zwei einzelnen Trans-

membran-Rezeptoren, Typ I und Typ II, mit einer intrazellulären Serin-Threonin-Do-

mäne. Infolge der Bindung eines Liganden dimerisieren die beiden Transmembran-Re-

zeptoreinheiten. Dies löst eine Phosphorylierung der Rezeptor-Untereinheit Typ I durch 

Typ II aus, woraufhin intrazellulär bestimmte, signalspezifische Proteine phosphoryliert 
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werden (64). Bei diesen Proteinen handelt es sich um die sog. Suppressor of mother 

against decapentaplegic (SMAD-) Proteinfamilie (65). Diese bilden infolge der Phospho-

rylierung einen Komplex aus verschiedenen SMAD-Proteinen, der zum Nukleus wandert. 

Dort bindet er an andere Transkriptionsfaktoren und bildet einen Transkriptionskomplex, 

der an die jeweiligen Ziel-Gene bindet und ihre Expression entweder hochreguliert oder 

abschwächt (64).  

Die immunsupprimierende Wirkung gehört zu den wichtigsten Funktionen von TGF-β 

und spielt in der Mikroumwelt des GBM für seine Malignität eine große Rolle (66-68). 

So wirkt TGF-β2 durch Induktion von Apoptose in verschiedenen T-Lymphozyten-Zell-

linien immunsuppressiv und antiproliferativ (69). Dieselbe Wirkung hat TGF-β auch auf 

körpereigene T-Lymphozyten (67). TGF-β hemmt außerdem die Differenzierung naiver 

CD4-positiver T-Lymphozyten zu Th2-Lymphozyten (70, 71) und unter bestimmten Um-

ständen auch zu Th1-Lymphozyten, bspw. abhängig von der Konzentration von Interleu-

kin-2 (IL-2) (72, 73). Zudem hemmt TGF-β in Lymphozyten-Mischkulturen dosisabhän-

gig die Differenzierung zu zytotoxischen T-Lymphozyten (74). An der BBB wirkt TGF-

β2 hemmend auf die Migration von Leukozyten ins ZNS und reduziert dadurch seine 

Immunüberwachung (75). Insgesamt bewirkt TGF-β durch verschiedene Mechanismen 

eine Hemmung der Immunantwort gegen den Tumor (66). 

Im GBM kommen in den meisten Fällen TGF-β1 und -β2 in hoher Konzentration vor. 

Dabei sezernieren verschiedene GBM-Zelllinien höhere Mengen beider TGF-β-Isofor-

men. Eine höhere Expression dieser hängt dabei signifikant mit höherer Malignität zu-

sammen (76).  

Zudem findet sich im GBM eine hohe Expression der EMT-Regulatoren namens SLUG 

und TWIST in Tumor-assoziierten Perizyten vor, wohingegen deren Expression in GBM-

Zellen kontrovers diskutiert wird. In einer breit angelegten Studie untersuchten Mäder et 

al. Proben verschiedener Gliome vom WHO-Grad 1 bis 4. Dabei konnten sie die Hoch-

regulation der EMT-Regulatoren SLUG und TWIST in Perizyten bzw. Gefäßwandzellen 

der Tumorgefäßproliferationen angiogener Hirntumore vom WHO-Grad 1 und 4 nach-

weisen. Diese angiogenen Hirntumore umfassten das pilozytische Astrozytom, WHO-

Grad 1, und den von Mäder et al. als sekundäres GBM mit IDH-Mutationsstatus, WHO-

Grad 4, eingestuften Hirntumor. Im kaum angiogenen Grad-2- und Grad-3-Gliom war 
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dagegen keine Hochregulation von SLUG und TWIST nachweisbar. Daher hängt die Ex-

pression von SLUG und TWIST signifikant mit der Tumor-Angiogenese in angiogenen 

Gliomen zusammen (77). Sowohl TGF-β1 als auch -β2 erhöhen dabei die Expression des 

EMT-Regulators SLUG in Human Brain Vascular Pericytes (HBVPs). Die TGF-β-indu-

zierte SLUG-Expression führt in Perizyten neben einer Erhöhung ihrer Migration und 

Proliferation zu sichtbaren, morphologischen Veränderungen. Dies deutet darauf hin, dass 

GBM-Zellen benachbarte Perizyten durch Sekretion von TGF-β modulieren und verän-

dern und so letztlich die Tumor-Angiogenese beeinflussen. Dies könnte eine der Ursachen 

für die pathologisch deformierte Vaskularisation des GBM sein (78).  

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob Tumor-assoziierte Perizyten durch GBM-

sezerniertes TGF-β dedifferenzieren und Stammzelleigenschaften erwerben und ob sie 

ggf. anschließend im Rahmen einer EMT auch eine Transdifferenzierung in endotheliale 

bzw. vaskuläre Zelltypen durchlaufen und möglicherweise so zur Tumor-Angiogenese 

beitragen.  

Um dies herauszufinden, wurden in der vorliegenden Arbeit TGF-β-behandelte Perizyten 

auf Hochregulation bestimmter Marker-Gene untersucht, die in Perizyten, Stammzellen 

und in endothelialen bzw. vaskulären Zelltypen oder aktivierten Endothelzellen expri-

miert werden. Im Folgenden werden die untersuchten Marker-Gene der vorliegenden Ar-

beit vorgestellt. 

 

1.4 Stammzell- und Differenzierungsmarker verschiedenen Zelltyps 

1.4.1 Perizytäre Marker 

1.4.1.1 Platelet-derived growth factor receptor β (PDGFR-β) 

PDGFR-β ist ein Rezeptor, der von Perizyten und deren Vorläuferzellen exprimiert wird 

und mit dem Protein Platelet-derived growth factor subunit B (PDGF-B) an der PDGF-B 

/ PDGFR-β-Signalachse teilnimmt. Diese ist für die Rekrutierung von Perizyten bzw. pe-

rizytären Vorläuferzellen an die perivaskuläre Anhaftungsstelle sich entwickelnder Ge-

fäße zuständig. Dabei kommt es zur Migration der Perizyten-Vorläuferzellen zu den ent-

wickelnden Gefäßen und zur Proliferation dieser Zellen. Ein Knockout dieses Signalwegs 

hat eine fehlende Perizyten-Bedeckung betroffener Gefäße zur Folge und bei flächende-

ckendem Knockout sogar sämtlicher Gefäße. Betroffen sind u.a. das Hirn, die Lunge und 
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das Herz. Klinisch führt dies bereits perinatal bei steigendem Blutdruck u.a. zu Hämorr-

hagien, Ödeme und Mikroaneurysmen (79, 80).  

Im GBM findet sich selektiv ein Nachweis hochregulierter Expression von PDGFR-β in 

Perizyten mikrovaskulärer Proliferationen. Normale Blutgefäße im Hirn zeigen dagegen 

keine Expression (81). 

 

1.4.1.2 Chondroitin sulfate proteoglycan-4 (CSPG4)  

CSPG4 ist ein Transmembran-Glykoprotein, das u.a. in Perizyten exprimiert wird und 

unter verschiedenen Namen bekannt ist. Dabei ist nerve/glial antigen 2 (NG2) der Gen-

Name von CSPG4 (82).  

Das Proteoglykan CSPG4 wird in aktivierten Perizyten exprimiert, die mit Neovaskula-

risation und Angiogenese bzw. mit sich bildenden Gefäßen assoziiert sind. CSPG4 wird 

aber auch in anderen Zelltypen exprimiert, u.a. in Kardiomyozyten und glatten Muskel-

zellen während der embryologischen Entwicklung. Eine besonders starke Hochregulation 

von NG2 findet sich daher v.a. in Perizyten vaskulärer Proliferationen von Gewebeproben 

mit besonders ausgeprägter Angiogenese, wie von Hirntumoren und der Plazenta, sowie 

der neubildenden Gefäße der embryologischen Entwicklung (83, 84). Darüber hinaus 

wird NG2 auch von Vorläuferzellen von Oligodendrozyten und myeloiden Zellen wie 

Makrophagen exprimiert (85, 86).  

CSPG4 wird in proliferativ aktiven Perizyten im Rahmen physiologischer Angiogenese 

und Tumor-Angiogenese exprimiert. In Perizyten ruhender, nicht-proliferierender Gefäße 

findet keine Expression statt. Dies trifft sowohl auf normale Gefäße als auch auf Tumor-

gefäße niedrig- und hochgradiger Gliome zu (87-90). 

 

1.4.1.3 Regulator of G-Protein signaling 5 (RGS5) 

RGS5 ist ein Protein, das unter verschiedenen Umständen in Zusammenhang mit Angio-

genese in Perizyten exprimiert und hochreguliert wird, u.a. bei der physiologischen 

Wundheilung sowie bei der Tumor-Angiogenese. Die Expression und Hochregulation 

von RGS5 korreliert dabei mit dem sog. „angiogenic switch“ bzw. der Induktion der An-

giogenese in Tumoren wie bspw. dem Pankreasinsel-Tumor oder den stark 
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vaskularisierten Hirn-Tumoren (20, 26, 27, 91). Deshalb kommt es während der Tumor-

Progression bei stattfindender Vaskularisation im Tumor zur Hochregulation von RGS5 

in Tumor-assoziierten Perizyten. Bei physiologisch und proliferativ ruhendem, nicht-an-

giogenen Gefäßstatus dagegen wird die Expression von RGS5 reduziert. Bei der physio-

logischen Wundheilung wird RGS5 in Perizyten zum Zwecke der Vaskularisation und 

Wundschließung nur kurzzeitig hochreguliert. RGS5 stellt daher einen Marker für akti-

vierte Perizyten zum Zwecke der Angiogenese dar (91). Auch in der embryologischen 

Entwicklung wird RGS5 in Perizyten sowie glatten Muskelzellen sich entwickelnder Ge-

fäße verschiedener Organe, u.a. im reifenden Gehirn, hochreguliert (92, 93). Daher kann 

RGS5 als Marker insbesondere für aktivierte Perizyten verwendet werden, die mit Angi-

ogenese assoziiert sind (91-93). 

 

1.4.1.4 Cluster of differentiation 146 (CD146) 

Das Zelladhäsionsmolekül CD146 spielt während der Entwicklung eine wichtige Rolle 

bei der Reifung der BBB. Zu Beginn der BBB-Entwicklung ist CD146 noch in ZNS-

Endothelzellen unreifer Gefäße der Mikrozirkulation exprimiert, die noch nicht von Pe-

rizyten bedeckt werden. Diese Expression nimmt allerdings im Verlauf der BBB-Ent-

wicklung ab, sodass ZNS-Endothelzellen, die durch Perizyten bedeckt werden, keine Ex-

pression von CD146 mehr aufweisen. Die Perizyten der BBB dagegen exprimieren 

CD146 konstitutiv. Funktionell gewährleistet CD146 die Integrität der BBB und dient 

den Perizyten als Ko-Rezeptor des PDGFR-β, der an der PDGF-B/PDGFR-β-Signalachse 

teilnimmt. Ein Knockout von CD146 in Endothelzellen führt zu einer Störung der BBB, 

einer Erhöhung ihrer Permeabilität und anschließend zu einem Hirnödem. Dagegen hat 

ein Knockout von CD146 in Perizyten eine Erhöhung der BBB-Permeabilität und eine 

beeinträchtigte Rekrutierung von Perizyten an die Gefäße der BBB mit konsekutiver Re-

duktion der Perizyten-Bedeckung zur Folge (94).  

 

Aus den oben genannten Gründen wurden PDGFR-β, CSPG4/NG2, RGS5 und CD146 

als perizytäre Zellmarker herangezogen. 
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1.4.2 Stammzellmarker 

1.4.2.1 Sex determining region Y-box transcription factor 2 (Sox2), Kruppel-like 

factor 4 (Klf4), c-myc 

Sox2, Klf4 und c-myc gehören neben octamer-binding transcription factor 4 (Oct4) zu 

den Genen, die in verschiedenen adulten, somatischen Zellen, u.a. in Fibroblasten, eine 

Dedifferenzierung mit anschließender Umprogrammierung in pluripotente Stammzellen 

auslösen können. Dies wurde im Rahmen experimenteller Studien gezeigt, die diese Gene 

durch Transduktion in verschiedene murine und humane Zellen eingeschleust haben. Der 

induzierte Stammzellcharakter äußert sich u.a. durch Expression verschiedener Stamm-

zellmarker und durch eine Veränderung der Morphologie, die embryonalen Stammzellen 

ähnelt. Die dadurch erzeugten pluripotenten Stammzellen können nach subkutaner Injek-

tion Teratome bilden und sich in Zellen aller drei Keimblätter differenzieren (95, 96).  

Allgemein gehört Sox2 zu einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die sich in einer be-

stimmten Bindungsdomäne ähneln. Sox2 ist essenziell für die frühe, embryonale Ent-

wicklung und spielt in zahlreichen Tumorerkrankungen eine Rolle (97). Sox2 wird in 

Hirn-Perizyten unter normalen Bedingungen nicht exprimiert, aber unter ischämischen 

Bedingungen hochreguliert (98). 

Klf4 ist ein multifunktionaler Transkriptionsfaktor, der auf verschiedene Gene sowohl 

aktivierend als auch suppressiv wirken kann. Es greift in den Zellzyklus ein und reguliert 

u.a. die Apoptose. Vor diesem Hintergrund kann Klf4 wie ein Tumorsuppressor oder ein 

Proto-Onkogen wirken und findet sich daher in verschiedenen Tumorerkrankungen ent-

weder hoch- oder herabreguliert vor (99). 

C-myc ist der Name eines Proto-Onkogens, das mithilfe von Transkriptions-Kofaktoren 

und mittels Rekrutierung von Histon-Acetyltransferasen eine Vielzahl von Genen und 

Funktionen hinsichtlich Apoptose, Proliferation und Differenzierung reguliert. Durch 

Amplifikation oder Translokation kann c-myc in ein Onkogen entarten, weshalb es bei 

einer Vielzahl maligner Erkrankungen eine Rolle spielt (100, 101). 

Eine Expression von Klf4 und c-myc wurde jeweils sowohl in normalen als auch in is-

chämischen Perizyten detektiert. Hierbei war jedoch keine Regulation erkennbar (98). 

 



Einleitung 

15 

 

1.4.2.2 Sex determining region Y-box transcription factor 10 (Sox10)  

Der Transkriptionsfaktor Sox10 ist in verschiedenen Gliazellen des ZNS und des Peri-

pheren Nervensystems (PNS), die teilweise von der Neuralleiste abstammen, exprimiert. 

Dazu gehören Schwann‘sche Zellen, Oligodendrozyten und Oligodendrozyten-Vorläufer-

zellen. Dabei weist Sox10 eine ausgeprägte Assoziation mit starker Myelinisierung auf. 

So findet sich eine Expression v.a. an Axonen von Motoneuronen, im enterischen NS oder 

in bestimmten Hirnarealen, u.a. im Corpus Callosum oder in der Capsula interna et ex-

terna. Während der embryonalen Entwicklung lässt sich eine Expression von Sox10 in 

der Neuralleiste nachweisen (102). Dabei ist u.a. Sox10 für die Differenzierung von Neu-

ralleistenzellen in Gliazellen des PNS verantwortlich und notwendig. Ein Knockout von 

Sox10 führt hierbei zu einem Verlust von Gliazellen im PNS und im enterischen NS (103). 

Neben anderen Zellen stammen auch Hirn-Perizyten von der Neuralleiste ab. Diese ex-

primieren während der embryologischen Entwicklung Sox10, wohingegen Sox10 in Pe-

rizyten des adulten Hirns nicht mehr detektierbar ist (104). 

 

1.4.2.3 Sex determining region Y-box transcription factor 17 (Sox17)  

Der Transkriptionsfaktor Sox17 wird während der embryologischen Entwicklung in Zel-

len des Entoderms exprimiert und ist essenziell für die Entwicklung des Darmrohrs. Da-

her zeigen Teile des Darmrohrs im Laufe der Entwicklung eine starke Expression von 

Sox17. Bei einem Knockout kommt es zu Beeinträchtigungen der Darmentwicklung wie 

u.a. zu einem Mangel an endodermalen Zellen im Vorderdarm und Degenerationen ver-

schiedener Darmrohranteile (105). Außerdem ist Sox17 in Endothelzellen sich entwi-

ckelnder Gefäße exprimiert und verantwortlich für die ordnungsgemäß ablaufende post-

natale Angiogenese. Dabei stört ein Verlust von Sox17 bei gleichzeitigem, homozygotem 

Verlust von Sox18 die Angiogenese und die Migration von Endothelzellen, sodass neu 

bildende Gefäße eine reduzierte Länge sowie eine reduzierte Anzahl verzweigter Gefäß-

äste aufweisen. Nieren und Leber weisen Störungen der Vaskularisation auf, wodurch es 

postnatal nach ca. einer Woche zu Nekrosen kommt (106). Neben physiologischer Angi-

ogenese ist Sox17 auch verantwortlich für die Tumor-Angiogenese vaskularisierter Tu-

more. Sox17 wird in Tumor-assoziierten Endothelzellen stark exprimiert und fördert so-

wohl Tumor-Angiogenese als auch Metastasierung und dadurch die Tumorprogression. 
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Infolgedessen kommt es zum typischen, pathologischen Tumor-assoziierten Gefäßstatus. 

Ein Knockout von Sox17 in Tumor-assoziierten Endothelzellen bewirkt eine Hemmung 

des Tumorwachstums, der Tumor-Angiogenese und eine Normalisierung des pathologi-

schen Gefäßzustands im Tumor mit einhergehender Hemmung der Metastasierung sowie 

Verbesserung der Sauerstoffversorgung. Eine Überexpression zeigt einen gegenteiligen 

Effekt und verstärkt dadurch die Tumor-Progression. Dagegen findet bei ruhendem, 

nicht-proliferativem Gefäßzustand keine nachweisbare Expression von Sox17 statt. So-

mit versetzt die Expression von Sox17 Endothelzellen in einen Angiogenese-aktiven Zu-

stand. Eine erhöhte Expression von Sox17 ist u.a. in Tumor-assoziierten Endothelzellen 

des GBM, allerdings nicht in Gliomen niedrigeren Grades, vorzufinden, was nochmals 

die Bedeutung von Sox17 für stark vaskularisierte Tumore wie dem GBM hervorhebt. Im 

Gegensatz zu den Tumor-assoziierten Endothelzellen weisen Perizyten angiogener, Tu-

mor-assoziierter Gefäße jedoch keine Expression von Sox17 auf (107).  

 

1.4.2.4 Protein S100-β  

Das Protein S100-β wird in verschiedenen Gliazellen des ZNS während der embryonalen 

Entwicklungsphase, postnatal und in der adulten Phase exprimiert. Dazu gehören neben 

Astrozyten v.a. Oligodendrozyten. S100-β-positive Astrozyten finden sich v.a. in der 

grauen Substanz des ZNS, u.a. im Rückenmark. Außerdem kommt es postnatal vom vier-

ten bis zum siebten Tag postnatal (P4 bis P7) zu einer Hochregulation von S100-β in 

Astrozyten des Kortex mit anhaltender Expression auch im adulten Alter. Bei Oli-

godendrozyten dagegen findet sich eine Expression v.a. in der weißen Substanz des ZNS 

bzw. im Rückenmark, im Corpus Callosum des Hirns und im Kortex, wobei der Anteil 

im Kortex im weiteren Verlauf abnimmt. S100-β bleibt trotzdem auch im adulten Alter 

exprimiert, u.a. im Corpus callosum und im Kortex (108). Neben dem ZNS wird S100-β 

auch in Gliazellen des PNS exprimiert. Hier findet sich eine Expression bspw. in 

Schwann’schen Zellen und Satellitenzellen (109).  

Versuche mittels Immunelektronenmikroskopie zeigten, dass Perizyten für S100 negativ 

sind. Dabei wurden Gewebeschnittproben mit einem Mittel angefärbt, das sowohl auf die 

α- als auch die β-Untereinheit von S100 reagiert. Perizyten zeigten hierbei keine Farbre-

aktion (110). 
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Aus den oben genannten Gründen wurden Sox2, Klf4 und c-myc als generelle Stamm-

zellmarker verwendet. Sox10 und S100-β dienten als Marker für Gliazellen. Sox17 fand 

ebenso Anwendung als allgemeiner und vaskulärer Stammzellmarker.  

 

1.4.3 Endotheliale bzw. Angiogene Marker 

1.4.3.1 Cadherin 5 (CDH5)  

Das Zelladhäsionsmolekül CDH5, auch vascular endothelial Cadherin (VE-Cadherin) ge-

nannt, wird bereits früh in der embryonalen Entwicklung in sämtlichen gefäßbildenden 

Endothelzellen vaskularisierter Organe exprimiert. Die Expression ist konstitutiv und 

spezifisch für Endothelzellen. CDH5 ist sowohl embryonal in Gefäßen entwickelnder Or-

gane und großen Gefäßen als auch im adulten Alter u.a. in der Lunge und im Herzen 

nachweisbar. VE-Cadherin wird flächendeckend sowohl in murinen als auch in humanen 

Endothelzellen exprimiert. Es ist ein hochgradig konserviertes Protein und erfüllt spe-

ziesübergreifend die gleiche Funktion. Funktionell ist VE-Cadherin für die Zelladhäsion 

zuständig. Endothelzellen bilden mithilfe von VE-Cadherin durch interzelluläre Kontakte 

Zellverbände. In vitro lässt sich dies durch reduzierte Zellablösung und erhöhte Zellag-

gregation nach Hochregulation von VE-Cadherin beobachten. VE-Cadherin ist als Trans-

membranprotein in die Zellmembran integriert und lässt sich deshalb auf der Zelloberflä-

che sowie interzellulär an den Zellgrenzen nachweisen. Durch die erhöhte Zelladhäsion 

und zunehmenden Zell-Zell-Kontakte senkt VE-Cadherin die Zellmigration sowie die in-

terzelluläre Permeabilität, wobei v.a. letzteres für die Funktion der Endothelzellen von 

enormer Bedeutung ist (111-113).  

 

1.4.3.2 Endoglin  

Endoglin ist ein Glykoprotein und wird in Endothelzellen exprimiert. Es handelt sich um 

ein integrales Membranprotein vom Typ I (114). Funktionell stellt Endoglin einen TGF-

β-Rezeptor Typ III dar, der bei Bindung von TGF-β einen Komplex mit den TGF-β-Re-

zeptoren Typ I und II bildet. Endoglin erhöht dabei die Affinität des TGF-β-Rezeptors 

Typ II für dessen Liganden TGF-β und moduliert dadurch die Signalübertragung (115). 
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Endoglin wird flächendeckend in sämtlichen Endothelzellen des Körpers exprimiert. 

Auch Tumor-assoziierte Endothelzellen exprimieren Endoglin und regulieren die Expres-

sion nochmals hoch. Die hochregulierte Expression von Endoglin korreliert dabei mit der 

Expression verschiedener Proliferationsmarker, findet sich v.a. in vaskularisierten Tumor-

gebieten vor und ist daher assoziiert mit aktiver Tumor-Angiogenese (116). 

 

1.4.3.3 Thrombomodulin (TM) 

Das Transmembranrezeptor-Protein TM wird in Endothelzellen sämtlicher Gefäße im ge-

samten Körper exprimiert (117). Dabei wirkt es stabilisierend auf das Endothelium und 

reguliert seine Permeabilität sowie die Expression verschiedener Moleküle, die mit Ent-

zündungs- und Koagulationsvorgängen assoziiert sind. Dadurch fördert es die Homöo-

stase der Endothelzellen. Bei einem Knockout von TM kommt es zu einem Verlust von 

VE-Cadherin und dadurch zu einer erhöhten Permeabilität. Endothelzellen mit TM-Man-

gel zeigen eine erhöhte Sensibilität für Entzündungsmediatoren, wodurch ein inflamma-

torischer Zustand des Endothels gefördert wird. In diesen Endothelzellen kommt es u.a. 

zu einer Hochregulation von Leukozyten-Adhäsionsmolekülen, wodurch die Leukozy-

ten- und Thrombozyten-Adhäsion am Endothel erhöht wird (118).  

 

1.4.3.4 Vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) 

VCAM-1 ist ein Transmembran-Glykoprotein, gehört zur Superfamilie der Immunglobu-

line und ist verantwortlich für die Zelladhäsion und -Migration verschiedener Leukozyten 

und somit für deren Rekrutierung. Unter inflammatorischen Bedingungen wird die Ex-

pression von VCAM-1 in Endothelzellen von verschiedenen Entzündungsmediatoren in-

duziert. Zu den Leukozyten, die zur Adhäsion an VCAM-1 befähigt sind, gehören ver-

schiedene Lymphozyten und neutrophile Granulozyten. Durch Bindung verschiedener 

Leukozyten mit anschließender Transmigration durch die Endothelzellschicht unter in-

flammatorischen Bedingungen spielt VCAM-1 bei entzündlichen Vorgängen eine wich-

tige Rolle (119-121). Zwar trägt VCAM-1 in manchen Tumoren ebenfalls zur Transmig-

ration von Tumorzellen durch Tumor-assoziierte Endothelzellen bei und begünstigt die 

dadurch Entstehung von Metastasen. Die Tumor-Gefäße, die aber aus der Tumor-Angio-

genese hervorgehen, weisen dagegen häufig eine immunsuppressive, tumorfördernde 
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Reduktion der VCAM-1-Expression auf, um den Tumor vor einer Immunantwort zu 

schützen (119).  

Exprimiertes VCAM-1 proliferierender Perizyten steht bei Neovaskularisation zudem 

über ein bestimmtes Integrin in interzellulärem Kontakt mit proliferierenden Endothel-

zellen. Bei Hemmung dieser Interaktion wird die Gefäßneubildung gehemmt und es 

kommt zur Apoptose der Endothelzellen und der Perizyten. VCAM-1 spielt bei Neovas-

kularisation somit eine tragende Rolle (122). 

 

1.4.3.5 Fetal liver kinase 1 (Flk-1)  

Das Gen Flk-1 kodiert einen Tyrosinkinase-Rezeptor mit hoher Spezifität für VEGF, der 

bei Vaskulogenese und Angiogenese in aktivierten endothelialen Vorläuferzellen sowie 

ausgereiften Endothelzellen zur Bildung neuer Gefäße hochreguliert wird. Dies geschieht 

bereits in der embryonalen Entwicklung und lässt sich in sämtlichen, sich bildenden Ge-

fäßen und Organen, die eine starke Vaskularisation entwickeln, nachweisen (123-125). 

Zudem ist die Expression von Flk-1 Voraussetzung für die Differenzierung endothelialer 

Vorläuferzellen zu ausgereiften Endothelzellen, die im Rahmen der Vaskulogenese ab-

läuft. Bei homozygoter Flk-1-Deletion bleibt die Vaskulogenese, die der Neubildung und 

Entwicklung sämtlicher Blutgefäße entspricht, aus und führt zu embryonal weitläufigen 

Nekrosen mit bereits pränatal letalem Ausgang. Endotheliale Vorläuferzellen sind zwar 

weiterhin vorhanden und bleiben nachweisbar, entwickeln sich allerdings bei homozygo-

ter flk-1-Mutation nicht zu ausgereiften Endothelzellen weiter (126).  

Tumorzellen im GBM sezernieren vermehrt VEGF und erhöhen dessen Expression unter 

Sauerstoffmangel und auftretender Tumornekrose in unmittelbarer Zellumgebung. Wäh-

rend Flk-1 nicht im Endothel der normalen Hirngefäße nachweisbar ist, wird der VEGF-

Rezeptor in Tumor-assoziierten Endothelzellen stark hochreguliert. Durch die aktivierte 

VEGF / Flk-1-Signalachse induziert das GBM die Tumor-Angiogenese, die sich durch 

Hemmung bzw. Knockout von Flk-1 hemmen lässt. Ein Knockout von Flk-1 hemmt zu-

dem das Tumorwachstum des GBM (127, 128). 
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1.4.3.6 Cluster of differentiation 31 (CD31) 

CD31 bzw. Platelet / endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) ist ein integrales 

Glyko-Membranprotein und zeigt eine starke und flächendeckende Expression in sämtli-

chen Endothelzellen (129-131). Zudem wird CD31 in verschiedenen, weiteren Zellen ex-

primiert, einschließlich verschiedener Leukozyten wie T-Lymphozyten, Monozyten, 

neutrophilen Granulozyten und hämatopoetischen Vorläuferzellen (131). Funktionell er-

füllt CD31 viele verschiedene Aufgaben, zu denen u.a. die Regulation der Endothelzell-

migration und Integrität der vaskulären Endothelzellschicht gehören. Zu diesem Zweck 

findet sich das CD31-Protein u.a. vermehrt interzellulär zwischen den Endothelzellen vor. 

So stabilisiert CD31 die Permeabilität des Endothels. Außerdem reguliert CD31 so auch 

die Transmigration verschiedener Leukozyten ins Gewebe, die u.a. im Rahmen entzünd-

licher Prozessen erhöht wird (131, 132). Die Unterstützung von Angiogenese stellt eine 

weitere Funktion von CD31 dar, die über CD31-Antikörper gehemmt werden kann (133). 

Dieser Zusammenhang zeigt sich auch in Bezug auf die Tumor-Angiogenese in verschie-

denen Tumormodellen (134).  

 

Aus den oben genannten Gründen werden CDH5, Endoglin, Thrombomodulin, VCAM-

1, Flk-1 und CD31 im Folgenden als endotheliale, angiogene Marker verwendet.  

 

1.5 Zusammenfassende Fragestellung 

Vor diesem Hintergrund ist noch unklar, welche Auswirkungen TGF-β, welches von ver-

schiedenen GBM-Zelllinien in hohen Konzentrationen sezerniert wird und somit im 

GBM sowie peritumoral in hohen, relevanten Mengen vorkommt, auf die Perizyten der 

BBB hat. Da Perizyten multipotente Stammzelleigenschaften annehmen können, zu einer 

funktionierenden BBB beitragen und zur Tumor-Angiogenese des Glioblastoms rekrutiert 

werden können, bleibt die Frage offen, inwieweit Hirn-Perizyten selbst zum Tumor-Pro-

gress beitragen. Wie bereits oben im Kapitel „Perizyten als Bestandteil der BBB und ihre 

Funktion“ erwähnt, nehmen Perizyten unter hypoxischen Umweltbedingungen, wie sol-

che im GBM, Stammzelleigenschaften an. Es wurde zudem gezeigt, dass TGF-β in Peri-

zyten die Expression des EMT-Regulators SLUG induziert. Des Weiteren trägt TGF-β 
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neben seiner Fähigkeit, EMT auszulösen, in verschiedenen, weiteren Gesichtspunkten zur 

Tumorprogression bei. Zusammengefasst kristallisiert sich durch diese Hintergrundinfor-

mationen im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende Forschungsfrage heraus: 

Wie beeinflussen GBM-Zellen den Differenzierungsstatus von Perizyten GBM-assoziier-

ter Gefäße? Vollziehen Perizyten durch TGF-β eine EMT mit anschließender Transdiffe-

renzierung zu vaskulären Zellen und tragen somit zur Tumor-Angiogenese bei? 

Um diese Frage zu beantworten, behandelten wir Perizyten mit TGF-β1 und -β2, um zu 

untersuchen, ob diese infolge der Behandlung dedifferenzieren, Stammzelleigenschaften 

annehmen und eine EMT mit anschließender Umprogrammierung bzw. Transdifferenzie-

rung in andere Zelltypen der BBB durchlaufen. Zur Untersuchung zogen wir HBVPs so-

wie die vorgestellten, perizytären Zellmarker, die Stammzellmarker sowie die endotheli-

alen bzw. vaskulären Zellmarker heran.
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2 Material und Methoden 

2.0 Geräteliste 

 

Gerät und Modell Marke 

Handpipetten   Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Heiz- / Kühl-Schüttler, Thermomixer 

Comfort  

Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Inkubator-Schrank, CO2 Inkubator  Sanyo (München, Deutschland) 

Pipetten, Größe 10 / 100 / 1000 μl  Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Pipettierer, Accu Jet Pipette Pro Control-

ler 

Hirschmann (Eberstadt, Deutschland) 

qPCR-Maschine, 7500 Fast Real Time 

PCR 

Applied Biosystems (Waltham, USA) 

Spektralphotometer, NanoDrop ND 1000 PEQLAB Biotechnologie (Erlangen, 

Deutschland) 

Sterilbank, Hera Safe  Heraeus (Hanau, Deutschland) 

Wasseraufbereitung, MilliQ Integral   Merck / Millipore (Darmstadt, Deutsch-

land) 

Zellzählkammer, Neubauer-Typ  Marienfeld (Lauda-Königshofen, 

Deutschland) 

Zentrifuge, Biofuge Pico  Heraeus (Hanau, Deutschland) 

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R  Heraeus (Hanau, Deutschland) 
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2.1 Materialliste 

2.1.1 Verbrauchsmaterialien 

 

Material Marke 

6-Well-Platten 
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutsch-

land) 

Cell-Scraper Corning (New York, USA) 

Einmal-Pipetten, 5 / 10 / 25 ml Corning (New York, USA) 

Falcon, 15 ml Corning (New York, USA) 

Millipore-Wasser (Ultrarein), Milli Q In-

tegral 

Merck / Millipore (Darmstadt, Deutsch-

land) 

Pipettenspitzen  Ratiolab (Dreieich, Deutschland) 

Reaktionsgefäß, 0,5 / 1,5 / 2 ml 

 

Greiner Bio-One (Frickenhausen, 

Deutschland) 

RNA-Isolations-Kit Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) 

RT-qPCR Klebefolie 
Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf, 

Deutschland) 

RT-qPCR Platten  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

USA)  

Zellkulturflaschen, T75 Greiner Bio-One (Frickenhausen, 

Deutschland) 
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2.1.2 Chemikalien, Medien, Reagenzien, Zelllinien  

 

Accutase PAA Laboratories (Cölbe, Deutschland) 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

dNTP‘s, 20 mM  Peqlab (Erlangen, Deutschland) 

Dulbecco‘s modified eagle‘s medium 

(DMEM) 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Dulbecco‘s phosphate buffered saline 

(PBS) 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Ethanol 99% Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Fetal bovine serum (FBS) bzw. Fetales 

Kälberserum (FCS)  

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Human brain vascular pericytes (HBVPs), 

humane Perizyten des Hirns 

ScienCell (San Diego, USA) 

M-MLV Reverse Transkriptase, Super-

script II Enzyme 

Promega (Madison, USA) 

M-MLV RT 5x Buffer Promega (Madison, USA) 

Oligo dT-Nukleotide, 100 μM Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Penicillin/Streptomycin (P/S) PAA Laboratories (Cölbe, Deutschland) 

Pericyte Growth Supplement (PGS) ScienCell (San Diego, USA) 

Perizytenmedium ScienCell (San Diego, USA) 

Poly-L-Lysin  Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Rekombinantes TGF-β1  Pepro Tech (Cranbury, USA) 

Rekombinantes TGF-β2  

 

Pepro Tech (Cranbury, USA) 

Sybr Green PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

USA) 

Trypanblau, 0.4% Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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Trypsin-EDTA  Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

 

2.1.3 Verwendete Software 

 

Software und Verwendung Entwickler 

Microsoft Excel, Tabellenkalkulations-

programm 

Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

Microsoft PowerPoint, Präsentationspro-

gramm 

Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

Microsoft Word, Textverarbeitungspro-

gramm 

Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

NanoDrop 1000, Software des Spektralp-

hotometers 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

USA) 

qPCR 7500 Software, RT-PCR-Software Applied Biosystems (Waltham, USA) 

SPSS Statistics, Statistiksoftware IBM (Armonk, USA) 

 

2.2 Primer 

• Alle Primer in 5´=> 3´- Orientierung 

• Stock-Lösung bei 100 μM 

• Aufbewahrt bei -20 °C 

• Hersteller: Sigma Aldrich (St. Louis, USA) 

 

Name Sequenz in 5’-3’ Orientation 

RGS5 – human – fw. Primer CTGGATTGGCTGGAAGAGCA 
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RGS5 – human – rev. Primer TTGCACATTTTGGCAGGTGG 

SOX10 – human – fw. Primer GCTGAACGAAAGTGACAAGCG 

SOX10 – human – rev. Primer CGCTCTTGTAGTGGGCCTGG 

S100-β – human – fw. Primer AAATGCGTTCCTCATCCATGC 

S100-β – human – rev. Primer GCGAGTTCTGATGGAGTTGC 

Sox17 – human – fw. Primer TGGACCGCACGGAATTTGAA 

Sox17 – human – rev. Primer GGACACCACCGAGGAAATGG 

CDH5 – human – fw. Primer CGACCTCCGATACATGAGCC 

CDH5 – human – rev. Primer CAGGACCAGCTGGAAGTGGTA 

CD31 – human – fw. Primer TGAGAACCACGCCTAGCCAA 

CD31 – human – rev. Primer TGCTCGGTTCTCTCTGTGACT 

PDGFR-β – human – fw. Primer GGAGAGGGCAGTAAGGAGGA 

PDGFR-β – human – rev. Primer ATGGTGTCCTTGCTGCTGAT 

CSPG4 – human – fw. Primer GAGCCCAGGCACGAAAAATG 

CSPG4 – human – rev. Primer GTATGTTTGGCCCCTCCGAA 

CD146 – human – fw. Primer CGGGAGACCAGGGAGAGAAA 

CD146 – human – rev. Primer AGTCCCTTTGGAGGCTTTGG 

Sox2 – human – fw. Primer ACATGAACGGCTGGAGCAA 

Sox2 – human – rev. Primer GTAGGACATGCTGTAGGTGGG 

c-Myc – human – fw. Primer AGAGTTTCATCTGCGACCCG 
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c-Myc – human – rev. Primer GAGAAGCCGCTCCACATACA 

Klf4 – human – fw. Primer ATGCTCACCCCACCTTCTTC 

Klf4 – human – rev. Primer TTCTCACCTGTGTGGGTTCG 

Endoglin – human – fw. Primer TACCACAGCCTTCATCTGCG 

Endoglin – human – rev. Primer AGTTGCTGTCCGAAGGATGG 

Thrombomodulin – human – fw. Primer CCTAATGACAGTGCGCTCCT 

Thrombomodulin – human – rev. Primer CTGGTGTTGTTGTCTCCCGT 

VCAM-1 – human – fw. Primer GGACCACATCTACGCTGACAA 

VCAM-1 – human – rev. Primer CTCCAGAGGGCCACTCAAAT 

Flk-1 – human – fw. Primer CAAGTGGCTAAGGGCATGGA 

Flk-1 – human – rev. Primer ATTTCAAAGGGAGGCGAGCA 

 

2.3 Methoden 

2.3.1 Zellkultivierung 

Die Human Brain Vascular Pericytes (HBVPs), die zur Behandlung mit TGF-β herange-

zogen wurden, wurden maximal bis zur neunten Passage verwendet, um den Erhalt ihrer 

zellulären Eigenschaften zu gewährleisten. Dabei wurden HBVPs in Perizyten-Medium 

unter jeweils einprozentiger Zugabe von P/S und PGS sowie unter zweiprozentiger Zu-

gabe von FCS kultiviert (Perizyten-Vollmedium). Für die serumfreie Kultivierung wurde 

lediglich auf FCS verzichtet (serumfreies Perizytenmedium). Dazu wurden im Vorfeld 

die Oberflächen der jeweiligen Zellkulturflaschen und Six-Well-Platten mit Poly-L-Lysin 

beschichtet, für mindestens zwei Stunden im Inkubator belassen und anschließend zwei-

mal mit PBS gewaschen, da die HBVPs adhärent wachsen und hierfür die Poly-L-Lysin-

Beschichtung benötigen. Die Kultivierung der Zellen fand anschließend im Inkubator bei 
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einer Temperatur von 37°C und einem CO2-Luftanteil von 5% statt. Die Zellen wurden 

möglichst keimfrei unter einer herkömmlichen Sterilbank behandelt. 

Die Zellkulturen wurden regelmäßig ausgedünnt und von einer zur nächsten Passage fort-

geführt. Dafür wurde das Perizyten-Vollmedium abgesaugt und die adhärenten Zellen 

nach einem kurzen Waschvorgang mittels PBS anschließend mit Accutase behandelt. 

Dadurch lösten sich die Zellen nach zwei- bis dreiminütiger Wartezeit bei Raumtempera-

tur von der Oberfläche ab. Die abgelösten Zellen wurden durch erneute Zugabe von Zell-

medium ausgedünnt und erneut ausgesät. Diese erneute Kultivierung setzte dabei die 

Zellpassage fort. Die entfernten Zellen wurden bei -80°C eingefroren. Hierfür wurden 

diesen gelösten Zellen zusätzlich zum Zellmedium 10% DMSO zugesetzt. Die Zellen 

wurden langsam eingefroren und bei Bedarf schnell wieder aufgetaut und in Zellmedium 

gelöst.  

 

2.3.2 Auszählung von Zellen  

Die Zellen wurden zur Auszählung mit Trypanblau angefärbt, in eine Neubauer-Zellzähl-

kammer pipettiert und mikroskopisch ausgezählt. Dazu wurde das Zellmedium abgesaugt 

und die Zellen mittels Accutase von der Oberfläche der Zellkulturflasche bzw. Six-Well-

Platte abgelöst. Die abgelösten Zellklumpen wurden durch wiederholte Pipettiervorgänge 

aufgelöst und anschließend mit Trypanblau in einem 1:1 Verhältnis gemischt und ange-

färbt. Dabei wurde neben der Zellzahl auch die Viabilität der Zellen überprüft. 

 

2.3.3 Zellbehandlung  

Am ersten Tag wurde der Versuch vorbereitet, indem die HBVPs in Six-Well-Platten aus-

gesät wurden. Dazu wurden die Six-Well-Platten nach obigem Schema zunächst zwei 

Stunden lang mit Poly-L-Lysin beschichtet und anschließend mit PBS gewaschen. Da-

nach wurden die Zellen in Perizyten-Vollmedium gelöst und auf zwei Zellplatten je Be-

handlungskondition pipettiert. Pro Well wurden ca. 250.000 HBVPs ausgesät und hierfür 

2 ml Perizyten-Vollmedium verwendet. Zuletzt wurden die ausgesäten Zellen in den In-

kubator gestellt und dort bis zum nächsten Tag zur Anhaftung an die Oberfläche inkubiert.  
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Am nächsten Tag erfolgte die Behandlung der HBVPs mit TGF-β. Dazu wurde zunächst 

das Perizyten-Vollmedium aus den Zellplatten abgesaugt. Anschließend folgte ein zwei-

maliger Waschvorgang der Zellplatten mittels PBS. Daraufhin wurden zwecks Behand-

lung jeweils 2 ml von TGF-β-haltigem, serumfreien Perizytenmedium pro Zellplatte pi-

pettiert. Hierfür wurden TGF-β1 und TGF-β2 in serumfreies Perizytenmedium gelöst. Die 

Behandlungskonditionen umfassten Konzentrationen von jeweils 1 ng/ml, 5 ng/ml und 

10 ng/ml, während die zur Kontrollgruppe gehörenden Perizyten unbehandelt blieben 

(Tab. 1).  

 

1. Platte Kontrolle TGF-β1; 1 ng/ml TGF-β1; 5 ng/ml 

1. Platte Kontrolle TGF-β1; 1ng/ml TGF-β1; 5 ng/ml 

2. Platte TGF-β1; 10 ng/ml TGF-β2; 1 ng/ml TGFβ2; 5 ng/ml 

2. Platte TGF-β1; 10 ng/ml TGF-β2; 1 ng/ml TGF-β2; 5 ng/ml 

3. Platte TGF-β2; 10 ng/ml - - 

3. Platte TGF-β2; 10 ng/ml - - 

 

Zuletzt wurden die TGF-β-behandelten HBVPs in den Six-Well-Platten für eine acht-

zehnstündige Behandlungszeit in den Inkubator gestellt.  

Am dritten Tag wurde nach der Behandlungszeit das Perizytenmedium zur Hälfte aus den 

Six-Well-Platten der behandelten HBVPs abgesaugt. Die Zellen wurden mikroskopisch 

auf Kontamination geprüft und danach mit dem Cell-Scraper von der Plattenoberfläche 

abgelöst. Daraufhin wurden die Zellen mit dem restlichen Zellmedium in kleine Eppen-

dorf-Gefäße pipettiert und zentrifugiert. Schließlich wurde das überschüssige Zellme-

dium abgesaugt. Die übrig gebliebenen Zellbestandteile wurden für die Isolation der Ri-

bonukleinsäure (RNA) bzw. für die RNA-Isolation weiterverwendet.  

Tab. 1: Exemplarische Planung einer Zellkultur 

Abgebildet sind drei 6-Well-Platten mit ausgesäten, in Dupletts angelegten HBVPs, unbehandelt als Kon-

trolle und behandelt mittels TGF-β in den jeweiligen Konzentrationen (Vol.: 2 ml / Well). 
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2.3.4 RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation wurde mit dem Nucleospin RNA Plus-Kit von Macherey-Nagel 

durchgeführt. Hierfür wurde die Anleitung des Herstellers herangezogen. Um Kontami-

nationen zu vermeiden und möglichst hohe Mengen an isolierten RNA-Proben sicherzu-

stellen, sollte so vorsichtig wie möglich gearbeitet werden.  

Die Konzentrationsmessung erfolgte im Anschluss mittels des NanoDrop-Spektralphoto-

meters bei Wellenlängen von 230, 260 und 280nm. Die isolierten RNA-Proben wurden 

ggf. zwischenzeitlich bei -80°C in der Kühltruhe aufbewahrt.  

 

2.3.5 cDNA-Synthese  

Die isolierte RNA aus den Zellbestandteilen wurde im nächsten Schritt in komplementäre 

Desoxyribonukleinsäure (cDNA) umgeschrieben. Hierfür wurde die reverse Transkrip-

tase Superscript II Enzyme verwendet. 

Zur cDNA-Synthese wurden 5 μg der isolierten RNA mit RNAse-freiem Wasser auf 13 

μl aufgefüllt und mit jeweils 1 μl Oligo-dT-Primer (Kurze, einzelsträngige Oligonukleo-

tide, 100 μM) und 1 μl Desoxyribonukleosidtriphosphat-Gemisch (dNTP, 20 mM) er-

gänzt. Danach wurde die Mischung 10 min lang in 70°C warmen Wasserbad inkubiert 

und anschließend kurz zentrifugiert.  

Im nächsten Schritt wurden 4 μl des 5x First Strand Buffer hinzugefügt, gemischt und 2 

min lang bei 42°C in einem Schüttler-Heizblock Gerät inkubiert. 

Daraufhin wurde unter äußerster Vorsicht 1 μl Superscript II Enzyme hinzugefügt. Es 

folgte ein weiterer Inkubationszyklus von 60 min bei 42°C im Schüttler-Heizblock und 

anschließend 10 min bei 70°C im Wasserbad, um die reverse Transkriptase Superscript II 

Enzyme zu inaktivieren. Das Gemisch hatte nun ein Volumen von 20 μl. 

Zuletzt wurden 30 μl RNAse-freies Wasser hinzugefügt, sodass zum Schluss ein Endvo-

lumen von 50 μl resultierte. Die cDNA-Proben wurden bei -20°C in der Tiefkühltruhe 

aufbewahrt.  
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Bei zu niedriger Ausgangskonzentration der synthetisierten RNA wurden 2,5 μg anstatt 5 

μg verwendet und mit RNAse-freiem Wasser auf 13 μl aufgefüllt. Um dieselbe Ausgangs-

konzentration zu erreichen, wurden dem Gemisch am Ende statt 30 μl nur 5 μl RNAse-

freies Wasser hinzugefügt, sodass mit einem Endvolumen von 25 μl dieselbe Endkon-

zentration trotz niedrigerem Endvolumen resultierte. 

 

2.3.6 qPCR 

Die Veränderungen der Genexpression ausgewählter zellulärer Gen-Marker wurden per 

qPCR-Verfahren quantitativ untersucht. Dazu wurden die cDNA-Proben mit dem Mas-

termix, der mit dem qPCR-Kit Sybr Green PCR Master Mix mitgeliefert wurde, in den 

einzelnen Wells der qPCR-96er-Well-Platte zusammengeführt. Hierfür wurden die zu tes-

tenden Gen-Zellmarker in horizontaler Richtung pipettiert, während im Vorfeld die 

cDNA-Proben der einzelnen Behandlungskonditionen auf jeden, zu testenden Gen-Zell-

marker der qPCR-96er-Well-Platte in vertikaler Richtung vorgelegt wurden (Tab. 2).   

Die cDNA wurde hierfür zunächst mit RNAse-freiem Wasser in einem Verhältnis von 1:7 

verdünnt. Um genügend Probenmaterial für 16 Wells sicherzustellen, wurde eine Lösung 

ausreichend für 18 Proben hergestellt: 

12,85 μl cDNA (stock von der cDNA-Synthese) + 77,15 μl H2O (dest.) = 90 μl Gesamt-

volumen (cDNA verdünnt) 

Zudem wurde für jeden Marker ein Mastermix-Ansatz für 11 Wells angefertigt, der somit 

sicherstellend für 10 Wells ausreichend war. Dazu wurde der Mastermix, der mit dem 

qPCR-Kit Sybr Green PCR Master Mix mitgeliefert wurde, mit den forward- und reverse-

Primern des jeweiligen Markers und RNAse-freiem Wasser gemischt.  

 

MM/ 

cDNA 

qPCR- 

Plate 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Tab. 2: Exemplarische Planung einer qPCR-96er-Well-Platte 

Der Mastermix der verschiedenen Marker-Testreihen in horizontaler Anordnung, die cDNA-Proben der 

einzelnen Behandlungskonditionen als Dupletts in vertikaler Anordnung (C = Kontrolle;  

b-1 = TGF-β, 1 n/ml; b-5 = TGF-β, 5 ng/ml; b-10 = TGF-β, 10 ng/ml). 
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GAPDH A C C b-

1 

b-

1 

b-

5 

b-

5 

b-

10 

b-

10 

H2O H2O - - 

Sox2 B             

c-myc C             

Klf4 D             

Sox10 E             

Sox17 F             

S100b G             

CSPG4 H             

 

Pro Well wurden die verschiedenen Komponenten in folgender Weise gemischt: 

1,9 μl RNAse-freies Wasser + 0,3 μl forward-Primer + 0,3 μl reverse-Primer + 7,5 μl 

Mastermix = 10 μl Mastermix-Ansatz pro Well 

Zur Vorbereitung eines Mastermix-Ansatzes für 11 Wells ergab sich somit: 

20,9 μl H2O + 3,3 μl forward-Primer (Marker 1) + 3,3 μl reverse-Primer (Marker 1) + 

82,5 μl Mastermix = 110 μl Gesamtvolumen Mastermix (Marker 1) 

Danach wurden pro Well jeweils 5 μl der verdünnten, synthetisierten cDNA (exempla-

risch Kontrolle C) und 10 μl des angesetzten Mastermixes (exemplarisch Marker 1) pi-

pettiert, sodass ein Gesamtvolumen von 15 μl / Well resultierte (Tab. 3).  

Die verschiedenen Marker wurden für jede Behandlungskondition hierbei im Duplett vor-

gelegt. Zur Kontrolle wurde das Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydro-

genase (GAPDH) verwendet. Wasser wurde im selben Volumen als Negativkontrolle ver-

wendet.  
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Die qPCR-Platte wurde nach dem Pipettiervorgang mit einer Folie versiegelt, kurz zent-

rifugiert und in das qPCR-Gerät (Applied Biosystems 750 Fast Real Time PCR Maschine) 

eingelegt.  

Hierbei wurde das Standardprogramm für SYBR GREEN mit folgenden Einstellungen 

verwendet: 

- Quantification Comparative 

- SYBR GREEN 

- 2h (Standard) 

- 45 Cycles 

-  96 Well-Plate (Thermo Fast) 
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2.3.7 Auswertung der qPCR-Ergebnisse  

Die statistische Auswertung der qPCR-Ergebnisse wurde mithilfe von Excel durchge-

führt. Dazu wurde der Ct-Wert herangezogen, der den Wert für den Zyklus in der expo-

nentiellen Phase der qPCR angibt, bei dem erstmals das Fluoreszenz-Signal über der 

MM/cDNA qPCR-

Plate 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

GAPDH A C: 

5ul cDNA 

(C) + 10ul 

Master-

mix 

(GAPDH) 

C b-

1 

b-

1 

b-

5 

b-

5 

b-

10 

b-

10 

H2O H2O 

Marker 1 B C: 

5ul cDNA 

(C) + 10ul 

Master-

mix (Mar-

ker 1) 

C b-

1 

b-

1 

b-

5 

b-

5 

b-

10 

b-

10 

H2O H2O 

Tab. 3: Exemplarische Durchführung eines qPCR-Versuchs  

Unter Zusammenführung der cDNA und des Mastermixes resultierte ein Endvolumen von 15 μl / Well. Die 

Behandlungskonditionen sind vertikal und die Marker-Testreihen horizontal ausgerichtet (C = Kontrolle; 

b-1 = TGF-β, 1 n/ml; b-5 = TGF-β, 5 ng/ml; b-10 = TGF-β, 10 ng/ml). 
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Nachweisgrenze hinaus detektiert werden konnte. Damit konnte die Expression zwischen 

den einzelnen Proben verglichen werden. Die Normalisierung erfolgte gegen die Ct-

Werte des Haushaltsgens GAPDH. Der daraus resultierende Wert wurde ∆Ct genannt. 

Vom jeweiligen ∆Ct wurde daraufhin der Mittelwert der Kontrolle subtrahiert (∆∆Ct). 

Zuletzt wurde aus diesem resultierenden Wert mithilfe einer Exponentialrechnung mit a 

= 2 und x = -∆∆Ct die n-fache Expression in Bezug auf die Kontrolle errechnet (Tab. 4). 

 

Berechnungsabschnitt Formel 

1. ∆Ct: ∆Ct 1 = Ct (Probe 1; Behandlungskondition 1; Mar-

ker x) - Ct (Probe 1; GAPDH) 

2. ∆∆Ct: ∆∆Ct 1 = ∆Ct 1 – Mittelwert ∆Ct (Kontrolle) 

3. N-fache Expression: n-fache Expression = 2 ^ (-∆∆Ct 1)  

 

2.3.8 Statistische Analyse der ausgewerteten qPCR-Ergebnisse  

Zur statistischen Analyse der ausgewerteten qPCR-Ergebnisse wurde SPSS verwendet. 

Dafür wurden aus den Ergebnissen der einzelnen, in Dupletts durchgeführten Versuche 

die Mittelwerte errechnet und herangezogen. Obwohl die Stichprobengröße hierbei bei n 

= 2 - 5 lag und zu niedrig war, um bezüglich der Verteilung der Daten eine aussagekräftige 

Annahme zu treffen, wurde in der vorliegenden Arbeit von einer Normalverteilung aus-

gegangen. Um diese Annahme zu stützen, wurde zur Testung der Normalverteilung trotz-

dem der Shapiro-Wilk-Test angewendet. Daraufhin wurden die Daten zur Prüfung der 

Varianzhomogenität, basierend auf dem Mittelwert, dem Levene-Test unterzogen. Weil 

nicht für alle Datenreihen der getesteten Marker Varianzhomogenität vorlag und mehr als 

zwei Zellgruppen auf Unterschiede in der Expression des jeweiligen Markers verglichen 

wurden, wurde für alle Datenreihen die Welch-ANOVA herangezogen, da parametrische 

Testverfahren ohnehin zumeist robust auf Verletzungen der Normalverteilung als Bedin-

gung reagieren (135). Durch die flächendeckende Verwendung eines festgelegten 

Tab. 4: Auswertung der qPCR mittels Excel 

Zusammengefasstes Berechnungsschema (∆ = Differenz, Ct = detektierte Ct-Werte der qPCR). 
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Testverfahrens soll die Vergleichbarkeit der Ergebnisse verbessert werden. Im Falle eines 

signifikanten Ergebnisses des Shapiro-Wilk-Tests der behandelten Zellgruppen wurde 

trotzdem zwecks zusätzlicher Transparenz ergänzend der nicht-parametrische Kruskal-

Wallis-Test zum direkten Vergleich mit der Welch-ANOVA angewendet. Die unbehan-

delte Kontrollgruppe wurde ohnehin auf eins normalisiert, sodass der Shapiro-Wilk-Test 

bezüglich der Kontrolle nicht bedeutsam war und nur im Interesse der Vollständigkeit 

ergänzt wurde. Bei signifikanten Ergebnissen des Globaltests wurde anschließend bei Va-

rianzinhomogenität der Post-hoc-Test nach Dunnett-T3 und bei Varianzhomogenität nach 

Dunnett-T eingesetzt. Als Effektstärkemaß zur Testung der Relevanz der Ergebnisse 

wurde ab einem p = 0,1 das partielle ƞ² angegeben, um damit anschließend die Effekt-

stärke f der Welch-ANOVA nach Cohen zu berechnen. Die Formel hierfür lautet f = √ (ƞ² 

/ (1- ƞ²)). Die Effektstärke gilt ab einem f = 0,1 als klein, ab f = 0,25 als mittel und ab f = 

0,4 als groß (136). Das Signifikanzniveau lag bei α = 0,05. Der errechnete p-Wert wurde 

zur Feststellung der Signifikanz herangezogen: 

- *p < 0,05 

- **p < 0,01 

- ***p < 0,001 

Zur Abbildung der deskriptiven Statistik wurden Säulendiagramme erstellt und hierfür 

die errechneten Mittel- und Standardabweichungswerte herangezogen. 

Im Interesse des Leseflusses wurden die behandelten Zellgruppen nach ihrer jeweiligen 

Behandlungskondition benannt. Exemplarisch erhielten so die mittels 1 ng/ml TGF-ß1 

behandelten Zellgruppen den Namen „TGF-ß1; 1 ng/ml“. 
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3 Ergebnisse 

3.0 Generelle Probleme in der Datenerhebung  

Während der Versuchsdurchführung wiesen die herangezüchteten Zellen mehrfach Kon-

taminationen auf und machten einen Neustart des Versuchs notwendig. Nach längerer 

Behandlungszeit mit TGF-ß1 und TGF-ß2 lösten sich die behandelten Zellen von der 

Zellplatte ab, was die Ernte qualitativen Zellmaterials für den weiteren Versuchsablauf 

verhinderte. Das Zeitfenster hierfür lag bei ca. 20 h. Bei der Zellernte war es entschei-

dend, das Zellmaterial effizient aufzusammeln, um eine ausreichende Menge an RNA für 

den weiteren Versuchsablauf sicherzustellen. Die Zellernte lieferte dabei nicht immer ge-

nügend Zellmaterial. Außerdem war eine besonders genaue Durchführung der einzelnen 

Vorgänge von der RNA-Isolierung über die cDNA-Synthese bis zur qPCR für den Ablauf 

der Experimente entscheidend. Gelegentlich war eine Wiederholung der Versuche not-

wendig. Vor allem die qPCR der einzelnen Teilversuche musste mehrfach wiederholt wer-

den, da die Ct-Werte der Proben innerhalb der Dupletts als auch zwischen den Dupletts 

sowohl der Zellgruppen als auch der GAPDH-Referenzreihe teils zu große Differenzen 

zeigten und nicht auswertbar waren. Deshalb konnten solche Teilversuche als Ganzes 

oder auch nur einzelne Behandlungszellgruppen mit größeren Ct-Wert-Differenzen als 

Hinweis auf Pipettierfehler oder Diskrepanzen in den cDNA-Konzentrationen der ver-

wendeten Proben zueinander nicht in die Gesamtauswertung miteinbezogen werden. Des 

Weiteren waren einige qPCRs aufgrund mangelnder Funktionsfähigkeit der verwendeten 

Oligonukleotide fehlerhaft und nicht auswertbar. Diese mussten ebenfalls unter Verwen-

dung neuer, frisch aufgesetzter Oligonukleotide wiederholt werden.  

 

3.1 Der Einfluss von TGF-ß1 bzw. TGF-ß2 auf die untersuchten Differen-

zierungsmarker 

3.1.1 Nicht exprimierte Marker 

Für die im Folgenden vorgestellten Marker konnte per qPCR-Verfahren sowohl vor als 

auch nach der Behandlung mit TGF-ß1 und -ß2 keine Expression detektiert werden. Die 

Detektionsgrenze der qPCRs lag in den Experimenten bei einem Ct-Wert von ca. 30-31. 

Es wird angenommen, dass höhere Ct-Werte eher auf eine fehlende Expression und 
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allenfalls auf ein unspezifisches PCR-Signal hinweisen. Ct-Werte größer als die der Was-

serprobe sind als ein sicher negatives Ergebnis zu deuten. 

 

3.1.1.1 RGS5 

Die Versuchsreihen mit TGF-ß1 und -ß2 konnten jeweils keine Expression von RGS5 in 

den HBVPs detektieren. In der Versuchsreihe von TGF-ß1 ergab sich für die Kontroll-

gruppe und die behandelten Zellgruppen der Konzentration 1 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml 

eine Versuchszahl von n = 3. Die Versuchszahl der TGF-ß2-Versuchsreihe lag für die 

Kontrolle und die behandelten Zellgruppen bei n = 2. Allerdings lagen die Ct-Werte in-

nerhalb der Dupletts der RGS5-Testreihe häufig weit auseinander, obwohl die Ct-Werte 

der GAPDH-Referenzreihe innerhalb der einzelnen Dupletts der Zellgruppen nah beiei-

nander lagen und somit auf eine korrekte Pipettierung hindeuteten. Zudem lagen die Ct-

Werte der RGS5-Testreihe kontinuierlich unter der Detektionsgrenze im Sinne einer feh-

lenden Detektion von RGS5. Für eine statistische Berechnung waren die Daten der 

RGS5-Testreihe in beiden TGFß-Versuchsreihen nicht auswertbar. 

  

3.1.1.2 Sox2 

In den Versuchsreihen von TGF-ß1 und -ß2 konnte in den unbehandelten HBVPs keine 

Expression von Sox2 detektiert werden.  

Zwei Teilversuche der TGF-ß1-Versuchsreihe waren zwar aufgrund großer Ct-Differen-

zen innerhalb der Dupletts als auch zwischen den Zellgruppen statistisch nicht auswert-

bar, zeigten aber ohnehin Ct-Werte außerhalb der Detektionsgrenze. Dadurch kam es in 

der Versuchsreihe von TGF-ß1 für die Kontrollgruppe (m = 1,05; SD = 0,08) und die 

behandelten Zellgruppen der Konzentration 1 ng/ml (m = 1,44; SD = 1,22), 5 ng/ml (m = 

1,16; SD = 1,37) und 10 ng/ml (m = 1,21; SD = 0,74) bezüglich des statistischen Testver-

fahrens zu einer Versuchszahl von n = 3. Zwar lagen auch hier vereinzelt höhere Diffe-

renzen der Ct-Werte einzelner, behandelter Zellgruppen innerhalb des Dupletts bzw. zu 

den übrigen Zellgruppen vor, jedoch lagen diese ohnehin wie bereits vor der Behandlung 

unterhalb der Detektionsgrenze. Der Shapiro-Wilk-Test attestierte für die Daten der be-

handelten Zellgruppen eine Normalverteilung (p > 0,05), jedoch nicht für die der 
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Kontrollgruppe (p = 0,021). Zwischen den Gruppen war Varianzhomogenität gegeben (p 

> 0,05). Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zellgruppen in 

Bezug auf die nicht detektierbare Expression von Sox2, Welch-Test F (3, 3,37) = 0,11; p 

= 0,950 (Abb. 1).  

 

In der TGF-ß2-Versuchsreihe wurde ein Teilversuch wegen zu hoher Differenzen der Ct-

Werte zwischen den Zellgruppen in der GAPDH-Referenzreihe der qPCR von den Ana-

lysen ausgeschlossen. Für die Kontrolle (m = 1,02; SD = 0,03) und die behandelten Zell-

gruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 1,07; SD = 0,86), „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 1,05; SD = 

1,12) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 0,79; SD = 0,62) kam es dadurch zu einer Versuchs-

zahl von n = 4. Auch hier lagen die Ct-Werte der behandelten Zellgruppen jedoch wie 

auch vor der Behandlung weiterhin unterhalb der Detektionsgrenze. Laut Shapiro-Wilk-

Test lag für die Daten der behandelten Zellgruppen Normalverteilung vor (p > 0,05), nicht 

jedoch für die Kontrollgruppe (p = 0,010). Gemäß dem Levene-Test existierte keine 

Abb. 1 Mittlere Expression von Sox2 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 bei 

einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml (TGF-β1; 

10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpression auf 1 nor-

malisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der Expression von 

Sox2 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, 

***p < 0,001). 
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Varianzhomogenität (p = 0,006). Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Zellgruppen hinsichtlich der nicht detektierbaren Expression von Sox2, Welch-

Test F (3, 5,02) = 0,15; p = 0,923 (Abb. 2).  

Zusammengefasst gab es in beiden TGF-ß-Versuchsreihen keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen den Zellgruppen, sodass eine Expression von Sox2 weder vor 

noch nach der Behandlung mit TGF-ß1 und -ß2 detektierbar war.  

  

Abb. 2: Mittlere Expression von Sox2 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von Sox2 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; Welch-ANOVA; *p < 

0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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3.1.1.3 Sox10 

In beiden Versuchsreihen konnte in den unbehandelten HBVPs keine Expression von 

Sox10 detektiert werden. Die Teilversuche zeigten im Sinne eines fehlenden Nachweises 

einer Expression teilweise keine detektierten Ct-Werte.  

In der TGF-ß1-Versuchsreihe war ein Teilversuch wegen zu hoher Differenzen der Ct-

Werte der Kontrollgruppe zu den übrigen Zellgruppen der GAPDH-Referenzreihe in der 

qPCR nicht auswertbar und wurde von den Analysen ausgeschlossen. In einem weiteren 

Teilversuch wiesen zwei Behandlungszellgruppen Ct-Werte auf, die in der qPCR zu hohe 

Differenzen innerhalb und zwischen den Dupletts der Sox10-Test- und GAPDH-Refe-

renzreihe zeigten. Für die Zellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ zeigte sich dieses Problem in 

einem weiteren Teilversuch. Diese Ct-Werte lagen allesamt jedoch ohnehin unterhalb der 

Detektionsgrenze. Somit ergab sich in der TGF-ß1-Versuchsreihe für die Kontrolle (m = 

1,09; SD = 0,07) und die behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 33,77; SD = 

57,46), „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 206,62; SD = 357,29) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 

0,84; SD = 0,59) für das statistische Testverfahren eine Versuchszahl von n = 3. Nach 

dem Shapiro-Wilk-Test lag für die Kontrolle und für die Zellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ 

eine Normalverteilung vor (p > 0,05), nicht jedoch für die Zellgruppen „TGF-ß1; 1 

ng/ml“ (p = 0,017) und „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (p = 0,001). Es lag keine Varianzhomogenität 

zwischen den Zellgruppen vor (Levene-Test; p = 0,001). Abschließend gab es keine sta-

tistisch signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Zellgruppen in Bezug auf 

die nicht detektierbare Expression von Sox10, Welch-Test F (3, 3,36) = 0,59; p = 0,658. 

Auch der Kruskal-Wallis-Test zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Zellgruppen an, H (3) = 0,44; p = 0,959.  

In der TGF-ß2-Versuchsreihe zeigten die Teilversuche überwiegend keine detektierten 

Ct-Werte, sodass in der qPCR weit unter der Detektionsgrenze kein Signal erfasst werden 

konnte. In einem einzigen Teilversuch zeigten die TGF-ß2-behandelten Zellgruppen der 

Konzentrationen 5 ng/ml und 10 ng/ml Ct-Werte innerhalb der Detektionsgrenze, die auf 

eine Erhöhung der Expression im Vergleich zur Kontrolle hindeuteten. Dies konnte je-

doch nicht reproduziert werden. Vor diesem Hintergrund war zwar die Durchführung ei-

nes statistischen Tests nicht möglich, jedoch konnte ohnehin überwiegend keine Expres-

sion von Sox10 detektiert werden.   
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Wie bereits in den unbehandelten Zellen der Kontrolle konnte zusammengefasst auch in 

den behandelten HBVPs beider TGF-ß-Versuchsreihen keine Expression von Sox10 de-

tektiert werden. In der TGF-ß1-Versuchsreihe gab es keine statistisch signifikanten Un-

terschiede zwischen den Zellgruppen.  

 

3.1.1.4 Sox17 

Eine Expression von Sox17 konnte weder in den unbehandelten noch in den mittels TGF-

ß1 und TGF-ß2 behandelten HBVPs detektiert werden. In den meisten Versuchen der 

TGF-ß1-Versuchsreihe wie auch zum Teil in der TGF-ß2-Versuchsreihe konnte die qPCR 

keine Signale detektieren und somit keine Ct-Werte herausgeben. Dadurch lag in der 

TGF-ß2-Versuchsreihe die Versuchszahl hinsichtlich der verwendbaren Ergebnisse für 

die Teststatistik bei n = 2 für die Kontrolle (m = 1,34; SD = 0,29) sowie für die behandel-

ten Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 1,00; SD = 0,07), „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 3,55; 

SD = 2,66) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 1,97; SD = 0,14). Diese war für eine statistische 

Berechnung zu niedrig. Zusammengefasst lagen die Ct-Werte der Sox17-Testreihe in 

sämtlichen unbehandelten und behandelten Zellgruppen beider Versuchsreihen kontinu-

ierlich unter der Detektionsgrenze.  

 

3.1.1.5 S100-β  

Eine Expression von S100-β konnte in den unbehandelten und behandelten HBVPs beider 

TGF-ß-Versuchsreihen nicht detektiert werden. In der GAPDH-Referenzreihe der qPCR 

lagen die Ct-Werte innerhalb und zwischen den Dupletts der Zellgruppen zwar mehrheit-

lich nah beieinander. In der S100-β-Testreihe beider TGF-ß-Versuchsreihen dagegen wie-

sen die Ct-Werte innerhalb der Dupletts der Behandlungszellgruppen überwiegend höhere 

Differenzen auf, lagen aber dabei unterhalb der Detektionsgrenze. In beiden TGF-ß-Ver-

suchsreihen kamen neben eines fehlenden Nachweises einer zellulären S100-β-Expres-

sion somit häufig schwankende Ct-Werte vor, sodass der Großteil der Ergebnisse der 

S100-β-Testreihe statistisch nicht auswertbar war und die Berechnung einer Teststatistik 

nicht erfolgen konnte.  
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3.1.1.6 CDH5  

Eine Expression von CDH5 konnte sowohl in den unbehandelten HBVPs als auch in den 

behandelten HBVPs beider TGFß-Versuchsreihen nicht detektiert werden. Die Ct-Werte 

der Zellgruppen wiesen innerhalb der Dupletts in den CDH5-Testreihen vereinzelt zwar 

höhere Differenzen auf und konnten somit nicht für die Berechnung einer Teststatistik 

genutzt werden. Jedoch lagen diese ohnehin konstant unterhalb der Detektionsgrenze. 

Außerdem gab die qPCR im Sinne eines fehlenden Signals häufig gar keine Ct-Werte 

heraus. 

 

3.1.1.7 Endoglin  

In beiden TGFß-Versuchsreihen zeigten sich in der qPCR überwiegend Ct-Werte, die ent-

weder unterhalb oder nahe der Detektionsgrenze lagen. Somit konnte eine Expression von 

Endoglin in den unbehandelten und behandelten HBVPs größtenteils nicht oder allenfalls 

nur sehr gering ermittelt werden.  

In der TGF-ß1-Versuchsreihe wurde ein Teilversuch im Vorfeld von der weiteren Aus-

wertung ausgeschlossen, weil dieser Unsicherheiten im Hinblick auf die Pipettierung 

zeigte. Dadurch lag die Versuchszahl der Kontrollgruppe (m = 1,08; SD = 0,11) und der 

behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 0,24; SD = 0,29), „TGF-ß1; 5 ng/ml“ 

(m = 3,20; SD = 5,47) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 4,00; SD = 6,81) bei n = 3. Für die 

Daten der Kontrollgruppe und der behandelten Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ lag eine 

Normalverteilung vor (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05). Die Daten der behandelten Zellgrup-

pen „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (p = 0,013) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (p = 0,018) waren gemäß 

Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt. Der Levene-Test ergab keine Varianzhomogeni-

tät (p = 0,004). Schließlich konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen 

den Zellgruppen im Hinblick auf die nicht bis allenfalls nur sehr geringgradig detektier-

bare Expression von Endoglin festgestellt werden, Welch-Test F (3, 3,58) = 5,58; p = 

0,076; part. ƞ² = 0,16 (Abb. 3). Die Effektstärke war mit f = 0,44 hoch (136). Der Kruskal-

Wallis-Test ergab ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den 

Zellgruppen, H (3) = 2,08; p = 0,610.  

In der TGF-ß2-Versuchsreihe mussten zwei Teilversuche gänzlich von der Auswertung 

ausgeschlossen werden, weil neben der Behandlungszellgruppe „TGF-ß2; 1 ng/ml“ 
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jeweils auch die Kontrollen der Endoglin-Testreihe in der qPCR Ct-Werte innerhalb des 

Dupletts aufwiesen, die für eine aussagekräftige Auswertung zu weit auseinander lagen 

und deshalb eine Normalisierung der behandelten Zellgruppen auf die Kontrollgruppe 

nicht mehr möglich machten. Auch aus der Zellgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ musste der 

Wert eines Teilversuchs ausgeschlossen werden, weil dieser ebenso Ct-Werte mit zu ho-

her Differenz innerhalb des Dupletts aufwies. Somit kam es für die Behandlungszell-

gruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 583,18; SD = 824,73) zu einer Versuchszahl von n = 2. 

Die Versuchszahl der übrigen Zellgruppen „Kontrolle“ (m = 1,00; SD = 0,003), „TGF-

ß2; 1 ng/ml“ (m = 0,69; SD = 0,92) und „TGF-ß2, 5 ng/ml“ (m = 557,33; SD = 964,45) 

lag bei n = 3. Für die Daten der Kontrollgruppe und der Zellgruppe „TGF-ß2; 1 ng/ml“ 

lag Normalverteilung vor (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05), nicht jedoch für die Behand-

lungszellgruppe „TGF-ß2; 5 ng/ml“ (Shapiro-Wilk-Test, p < 0,001). Gemäß dem Levene-

Test war zwischen den Zellgruppen keine Varianzhomogenität gegeben (p = 0,002). 

Schließlich wurden hinsichtlich der sehr gering detektierbaren Expression von Endoglin 

keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zellgruppen der TGF-ß2-Ver-

suchsreihe vorgefunden, Welch-Test F (3, 2,50) = 0,51; p = 0,709 (Abb. 4). Auch der 

Kruskal-Wallis-Test ergab hier keinen statistisch signifikanten Unterschied, H (3) = 0,92; 

p = 0,860. Das Ergebnis der Behandlungszellgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ hatte aufgrund 

der niedrigen Versuchszahl eine zu niedrige Aussagekraft.  

Zusammengefasst gab es in beiden TGFß-Versuchsreihen keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen den Zellgruppen in Bezug auf die überwiegend nicht oder allen-

falls nur sehr gering detektierte Expression von Endoglin.  
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Abb. 3: Mittlere Expression von Endoglin relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β1; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von Endoglin in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; Welch-ANOVA; 

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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3.1.1.8 Thrombomodulin (TM)  

Sowohl in der TGF-ß1- als auch in der TGF-ß2-Versuchsreihe wurden in der qPCR Ct-

Werte detektiert, die überwiegend unterhalb der Detektionsgrenze lagen. Teilweise lagen 

hierbei die Ct-Werte auch innerhalb, zumeist jedoch in der Nähe der Detektionsgrenze. 

Demzufolge wurde eine Expression von TM in den unbehandelten und behandelten 

HBVPs beider TGF-ß-Versuchsreihen zumeist nicht oder allenfalls nur geringgradig de-

tektiert.  

In der TGF-ß1-Versuchsreihe wurde der Wert eines Teilversuchs aus der behandelten 

Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ von der weiteren Auswertung ausgeschlossen, weil dessen 

Ct-Werte in der GAPDH-Referenzreihe der qPCR zu hohe Differenzen zu den Ct-Werten 

der übrigen Zellgruppen zeigten und folglich nicht auswertbar waren. Im selben Teilver-

such konnten für die Zellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ keine Ct-Werte ermittelt werden, 

weil die qPCR im Sinne eines fehlenden Nachweises keine Signale detektieren konnte. 

Abb. 4: Mittlere Expression von Endoglin relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von Endoglin in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; n (TGF-β2; 10 

ng/ml) = 2; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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In einem weiteren Teilversuch konnte die qPCR für sämtliche Behandlungsgruppen we-

der Signale detektieren noch auswertbare Ct-Werte herausgeben. Aufgrund dieser über-

wiegenden Anzahl negativer Ergebnisse ergab sich für die Kontrolle (m = 1,01; SD = 

0,02) eine Versuchszahl von n = 3, für die behandelte Zellgruppen „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m 

= 88,60; SD = 125,24) ein n = 2 und für die übrigen Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m 

= 0,97) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 0,09) ein n = 1. Wegen dieser niedrigen Versuchs-

zahlen konnten keine aussagekräftigen, statistischen Tests vorgenommen werden.  

In der Versuchsreihe von TGF-ß2 mussten in einem Teilversuch die Werte aus den Zell-

gruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ und „TGF-ß2; 5 ng/ml“ von der Auswertung ausgeschlossen 

werden, weil die Ct-Werte innerhalb der Dupletts der TM-Testreihe zu weit auseinander 

lagen und nicht auswertbar waren. In einem weiteren Teilversuch konnte die qPCR für 

die Zellgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ im Sinne eines fehlenden Nachweises keine Signale 

detektieren und keine auswertbaren Ct-Werte hervorbringen. Ein weiterer Teilversuch 

wurde wegen schlechter Pipettierung ausgeschlossen. Schließlich resultierte für die Kon-

trollgruppe (m = 1,12; SD = 0,04) eine Versuchszahl von n = 3 und für die behandelten 

Zellgruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 0,04; SD = 0,06), „TGF-ß2; 5 ng/ml“ (m = 0,13; 

SD = 0,18) und „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 0,03; SD = 0,04) eine Versuchszahl von n = 2. 

Diese Versuchszahl war für eine aussagekräftige Teststatistik zu niedrig.  

Zusammengefasst konnte sowohl in den unbehandelten als auch in den behandelten 

HBVPs überwiegend keine bis allenfalls nur eine geringe Expression von TM in beiden 

TGFß-Versuchsreihen detektiert werden. Die Versuchszahlen waren für eine aussagekräf-

tige Teststatistik in beiden Versuchsreihen zu niedrig.   

 

3.1.1.9 Flk-1 

In beiden TGF-ß-Versuchsreihen konnte sowohl in den unbehandelten als auch in den 

behandelten Perizyten überwiegend keine Expression von flk-1 detektiert werden.  

In der TGF-ß1-Versuchsreihe musste aus der Behandlungszellgruppe der Konzentration 

1 ng/ml der Wert eines Teilversuchs ausgeschlossen werden, da dessen Ct-Werte inner-

halb der GAPDH-Referenzreihe in der qPCR zu den übrigen Zellgruppen eine zu hohe 

Differenz zeigten und deshalb nicht auswertbar waren. Somit ergab sich in der TGF-ß1-

Versuchsreihe für die Kontrolle (m = 1,00; SD = 0,005) und für die behandelten 
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Zellgruppen „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 1,13; SD = 0,75) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 

0,42; SD = 0,30) eine Versuchszahl von n = 3, jedoch nur n = 2 für „TGF-ß1; 1 ng/ml“ 

(m = 1,15; SD = 0,48). Gemäß dem Shapiro-Wilk-Test lag für die Daten der Kontrolle 

und der Zellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ eine Normalverteilung vor (p > 0,05). Die Daten 

der Gruppe „TGF-ß1; 5 ng/ml“ waren nicht normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test; p = 

0,046). Es lag keine gruppenübergreifende Varianzhomogenität vor (Levene-Test, p = 

0,011). Zwischen den getesteten Zellgruppen gab es hinsichtlich der Expression von flk-

1 keine statistisch signifikanten Unterschiede, Welch-Test F (3, 2,50) = 2,64; p = 0,250 

(Abb. 5). Auch der Kruskal-Wallis-Test ergab keine statistisch signifikanten Unter-

schiede, H (3) = 4,85; p = 0,194. In der flk-1-Testreihe der qPCR lagen die Ct-Werte der 

TGF-ß1-behandelten Zellgruppen wie bereits bei den unbehandelten Zellen weiterhin 

überwiegend unterhalb der Detektionsgrenze, sodass nach wie vor kein flk-1 detektiert 

werden konnte. Das Ergebnis der Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ hatte aufgrund der zu 

niedrigen Versuchszahl eine unzureichende Aussagekraft.  

  

Abb. 5: Mittlere Expression von flk-1 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 bei 

einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml (TGF-β1; 

10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpression auf 1 nor-

malisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der Expression von 

flk-1 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; n (TGF-β1; 1 ng/ml) = 2; Welch-ANOVA; 

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).  
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In der TGF-ß2-Versuchsreihe musste ein Teilversuch komplett von den weiteren Analy-

sen ausgeschlossen werden, weil in der qPCR die Ct-Werte der einzelnen Behandlungs-

zellgruppen innerhalb der Dupletts zu hohe Differenzen aufwiesen. Außerdem musste aus 

den Behandlungszellgruppen von „TGF-ß2; 1 ng/ml“ und „TGF-ß2; 5 ng/ml“ jeweils der 

Wert eines Teilversuchs ausgeschlossen werden, weil auch hier die Ct-Werte in der flk-1-

Testreihe innerhalb der Dupletts der Behandlungszellgruppen zu weit auseinander lagen. 

Infolgedessen lag die Versuchszahl in der Kontrollgruppe (m = 1,01; SD = 0,02) und in 

der Zellgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 0,24; SD = 0,21) bei n = 3 und in den Gruppen 

„TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 0,54; SD = 0,03) und „TGF-ß2; 5 ng/ml“ (m = 0,26; SD = 0,36) 

bei n = 2. Die Kontrollgruppe und die Zellgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ waren normalver-

teilt (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05). Gemäß Levene-Test lag aber keine Varianzhomoge-

nität vor (p = 0,003). Schließlich gab es einen statistisch signifikanten Unterschied zwi-

schen den Zellgruppen bezüglich der Mittelwerte von flk-1, Welch-Test F (3, 2,36) = 

98,95, p = 0,005, ƞ² = 0,836 (Abb. 6). Der Post-hoc-Test nach Dunnett-T3 zeigte einen 

statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Behandlungs-

zellgruppe „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (p = 0,016). Zwar nahm hierbei der Durchschnittswert der 

Expression von flk-1 in den mittels 1 ng/ml behandelten Zellen im Vergleich zur Kon-

trolle statistisch um ca. 0,48 ab (95%-CI [-0,71; -0,24]) und die errechnete Effektstärke 

unter Berücksichtigung des partiellen Eta-Quadrat ƞ² = 0,836 war mit f = 2,26 zwar hoch 

(136). Jedoch waren die Versuchszahlen der Behandlungszellgruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ 

und „TGF-ß2; 5 ng/ml“ mit n = 2 zu niedrig, sodass dieses Ergebnis unzureichend aussa-

gekräftig war. Außerdem lagen in der qPCR die Ct-Werte der unbehandelten sowie be-

handelten Zellgruppen der flk-1-Testreihe überwiegend bei über 30 Zyklen und somit 

zwar in der Nähe, jedoch formal unterhalb der Detektionsgrenze, sodass eine Expression 

nicht detektiert werden konnte.  

Zusammengefasst gab es zwischen den Zellgruppen der TGF-ß1-Versuchsreihe keine sta-

tistisch signifikanten Unterschiede. In der TGF-ß2-Versuchsreihe waren die Versuchszah-

len der mittels 1 ng/ml und 5 ng/ml behandelten Zellgruppen zu niedrig für ein aussage-

kräftiges Ergebnis. Auch die Zellgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ ergab nach Dunnett-T3 kei-

nen statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Allerdings konnte sowohl in den 

unbehandelten als auch in den TGF-ß-behandelten HBVPs beider Versuchsreihen ohne-

hin keine Expression von flk-1 detektiert werden.  
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3.1.1.10 CD31 

In den unbehandelten sowie TGF-ß-behandelten HBVPs beider Versuchsreihen konnte 

überwiegend keine Expression von CD31 detektiert werden. 

In der TGF-ß1-Versuchsreihe lagen die ermittelten Ct-Werte der CD31-Testreihe in der 

qPCR unterhalb der Detektionsgrenze. Teilweise konnte die qPCR im Sinne eines fehlen-

den Nachweises keine Signale erfassen und gab deshalb keine Ct-Werte heraus. Anhand 

der ermittelten qPCR-Ergebnisse kam es zwar für die behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 

1 ng/ml“ (m = 0,93; SD = 0,01) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 0,48; SD = 0,004) für das 

statistische Testverfahren nur zu einer anwendbaren Versuchszahl von n = 2 und für 

„TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 2,80) zu n = 1, jedoch lagen auch diese Ct-Werte ohnehin unter-

halb der Detektionsgrenze. Somit konnte einerseits unter Einbeziehung aller Ergebnisse 

bei einer Versuchszahl von insgesamt n = 3 für die Kontrollgruppe (m = 1,01; SD = 0,01) 

und für die mittels TGF-ß1 behandelten Zellgruppen zwar keine Teststatistik berechnet 

Abb. 6: Mittlere Expression von flk-1 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von flk-1 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; n (TGF-β2; 1 ng/ml) 

= n (TGF-β2; 5 ng/ml) = 2; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 

( ** ) 
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werden. Andererseits konnte jedoch ohnehin keine Expression von CD31 detektiert wer-

den.  

Auch in der TGF-ß2-Versuchsreihe lagen in der qPCR die ermittelten Ct-Werte der unbe-

handelten und TGF-ß-behandelten Zellgruppen überwiegend unterhalb der Detektions-

grenze. Nur in einem einzigen Teilversuch konnte CD31 ausschließlich in der Kontroll-

gruppe detektiert werden. Ein anderer Teilversuch wies in der qPCR für eine Auswertung 

zwar zu hohe Differenzen der Ct-Werte innerhalb der Dupletts der CD31-Testreihe auf. 

Hierbei lagen die Ct-Werte jedoch ohnehin unterhalb der Detektionsgrenze. Die Anzahl 

der anwendbaren Versuche für die Teststatistik lag somit für die Kontrolle (m = 1,01; SD 

= 0,01) und für die behandelten Zellgruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 14,96; SD = 24,93), 

„TGF-ß2; 5 ng/ml“ (m = 87,85; SD = 150,83) und „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 14,83; SD 

= 25,13) bei n = 3. Nur die Daten der Kontrolle waren normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test, 

p > 0,05). Gemäß Shapiro-Wilk-Test lag für die behandelten Zellgruppen „TGF-ß2; 1 

ng/ml“ (p = 0,043), „TGF-ß2; 5 ng/ml“ (p = 0,010) und „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (p = 0,024) 

keine Normalverteilung und auch keine Varianzhomogenität vor (Levene-Test; p = 

0,002). Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zellgruppen hin-

sichtlich der zumeist nicht detektierbaren Expression von CD31, Welch-Test F (3, 3,33) 

= 0,68; p = 0,617. Auch laut Kruskal-Wallis-Test gab es keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den getesteten Zellgruppen, H (3) = 0,74; p = 0,901.  

Zusammengefasst konnte in den unbehandelten und behandelten HBVPs keine Expres-

sion von CD31 detektiert werden. Dabei konnten in der TGF-ß2-Versuchsreihe bezüglich 

der Expression von CD31 keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zell-

gruppen gezeigt werden.  

 

3.1.2 Exprimierte Marker und ihre Veränderungen infolge der Behandlung 

3.1.2.1 PDGFR-β  

In sämtlichen unbehandelten und behandelten HBVPs konnte eine Expression von 

PDGFR-β detektiert werden.  

In der Datenreihe von TGF-ß1 musste aus der Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ jeweils der 

Wert aus zwei Teilversuchen von der Gesamtauswertung ausgeschlossen werden, da 
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deren Ct-Werte in der qPCR innerhalb der GAPDH-Referenzreihe eine zu hohe Differenz 

zu den Ct-Werten der übrigen Zellgruppen aufwiesen und deshalb nicht auswertbar wa-

ren. Es ergab sich für die Kontrolle (m = 1,01; SD = 0,004) und für die behandelten Zell-

gruppen „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 36,63; SD = 71,74) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 1,88; 

SD = 1,22) eine Versuchszahl von n = 4 und für „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 0,88; SD = 0,45) 

eine Versuchszahl von n = 2. Der Shapiro-Wilk-Test attestierte für die Kontrolle und für 

die Zellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ eine Normalverteilung (p > 0,05), nicht jedoch für 

„TGF-ß1; 5 ng/ml“ (p = 0,001). Zwischen den Zellgruppen bestand keine Varianzhomo-

genität (Levene-Test; p = 0,008). Die Welch-ANOVA ergab keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen den Zellgruppen im Hinblick auf die Expression von PDGFR-β, 

Welch-Test F (3, 3,00) = 0,746; p = 0,592 (Abb. 7). Auch der Kruskal-Wallis-Test ergab 

keine statistisch signifikanten Unterschiede, H (3) = 1,09; p = 0,813. Das Ergebnis der 

Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ hatte aufgrund der niedrigen Versuchszahl von n = 2 eine 

zu niedrige Aussagekraft.  

In der TGF-ß2-Versuchsreihe lag die Versuchszahl für die Kontrollgruppe (m = 1,01; SD 

= 0,02) und für die Behandlungsgruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 1,05; SD = 0,39), 

„TGF-ß2; 5 ng/ml“ (m = 38,31; SD = 72,61) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 13,67; SD = 

24,28) bei n = 4. Die Daten der Kontrollgruppe und der behandelten Zellgruppe „TGF-

ß2; 1 ng/ml“ waren normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test; p > 0,05). Die Daten der Zellgrup-

pen „TGF-ß2; 5 ng/ml“ (Shapiro-Wilk-Test, p = 0,002) und „TGF-ß2; 10 ng/ml“ 

(Shapiro-Wilk-Test, p = 0,003) waren dagegen nicht normalverteilt. Laut dem Levene-

Test bestand zwischen den Zellgruppen keine Varianzhomogenität (p = 0,005). Hinsicht-

lich der Expression von PDGFR-β gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen den Zellgruppen, Welch-Test F (3, 5,01) = 0,576; p = 0,655; (Abb. 8). Auch 

gemäß dem Kruskal-Wallis-Test gab es zwischen den Zellgruppen keine statistisch signi-

fikanten Unterschiede, H (3) = 6,09; p = 0,099.   

Zusammengefasst lag zwischen den Zellgruppen weder in der TGF-β1- noch in der 

TGFβ-ß2-Versuchsreihe ein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression von 

PDGFR-β vor.  
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Abb. 7: Mittlere Expression von PDGFR-β relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 bei 

einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml (TGF-β1; 

10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpression auf 1 nor-

malisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der Expression von 

PDGFR-β in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; n (TGF-β1; 1 ng/ml) = 2; Welch-

ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).  
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3.1.2.2 CSPG4 

In der TGF-ß1- und TGF-ß2-Versuchsreihe lagen die in der qPCR detektierten Ct-Werte 

zumeist nahe der Detektionsgrenze. Dabei zeigte sich in beiden Versuchsreihen sowohl 

in den unbehandelten als auch in den behandelten Zellen überwiegend keine bis allenfalls 

nur eine sehr geringe Expression von CSPG4.  

In der TGF-ß1-Versuchsreihe musste aus der Zellgruppe der mittels 1 ng/ml TGF-ß1 be-

handelten HBVPs der Wert eines Teilversuchs von der Gesamtauswertung ausgeschlos-

sen werden, weil die Ct-Werte innerhalb der GAPDH-Referenzreihe der qPCR zu hohe 

Differenzen zu den Ct-Werten der übrigen Zellgruppen aufwiesen und deshalb nicht aus-

wertbar waren. Außerdem mussten zwei andere Teilversuche aufgrund der zu hohen Dif-

ferenzen der Ct-Werte der Kontrolle zu den Ct-Werten der übrigen Zellgruppen in der 

GAPDH-Referenzreihe und wegen Unsicherheiten in Bezug auf die Pipettierung als Gan-

zes ausgeschlossen werden. Die auswertbaren Zellgruppen der Kontrolle (m = 1,02; SD 

Abb. 8: Mittlere Expression von PDGFR-β relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von PDGFR-β in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; Welch-ANOVA; 

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 



Ergebnisse 

55 

 

= 0,02) und der behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 0,36; SD = 0,07) und 

„TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 0,45; SD = 0,11) wiesen eine Versuchszahl von n = 3 auf und 

zeigten eine Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05). Die Versuchszahl der Zell-

gruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 0,70; SD = 0,08) lag bei n = 2. Zwischen diesen Zell-

gruppen lag Varianzhomogenität vor (Levene-Test, p > 0,05). Nach der Welch-ANOVA 

lag ein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression von CSPG4 zwischen den 

Zellgruppen der TGF-ß1-Versuchsreihe vor, Welch-Test F (3, 2,82) = 70,15, p = 0,004, ƞ² 

= 0,951 (Abb. 9). Der Post-hoc-Test nach Dunnett-T zeigte jeweils einen signifikanten 

Unterschied zwischen der Kontrolle und den behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ 

(p = 0,006), „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (p < 0,001) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (p < 0,001). Im 

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen nahm die durchschnittliche Expression 

von CSPG4 in den TGF-ß1-behandelten Zellen der Gruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (-0,33; 

95%-CI [-0,53, -0,12]), „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (-0,66; 95%-CI [-0,85, -0,48]) und „TGF-ß1; 

10 ng/ml“ (-0,58; 95%-CI [-0,76, -0,39]) signifikant ab. Die errechnete Effektstärke f un-

ter Berücksichtigung des partiellen Eta-Quadrat ƞ² = 0,951 ergab f = 4,41 und somit eine 

hohe Effektstärke (136). Die Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ hatte aufgrund der niedrigen 

Versuchszahl von n = 2 hinsichtlich des Ergebnisses nur eine eingeschränkte Aussage-

kraft.   

In der TGF-ß2-Versuchsreihe musste ein Teilversuch als Ganzes von der Auswertung aus-

geschlossen werden, da die Ct-Werte der verschiedenen Zellgruppen, u.a. der Kontroll-

gruppe, innerhalb der GAPDH-Referenzreihe der qPCR zu hohe Differenzen zueinander 

aufwiesen und deshalb nicht auswertbar waren. Ebenso musste aus der behandelten Zell-

gruppe „TGF-ß2; 5 ng/ml“ der Wert eines Teilversuchs ausgeschlossen werden, weil in 

der CSPG4-Testreihe die Ct-Werte innerhalb des Dupletts für eine Auswertung zu weit 

auseinander lagen. Für die Kontrollgruppe (m = 1,01; SD = 0,01) und für die behandelten 

Zellgruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 0,63; SD = 0,58) und „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 

39,02; SD = 67,43) lag eine Versuchszahl von n = 3 vor. Für die Zellgruppe „TGF-ß2; 5 

ng/ml“ (m = 62,22; SD = 87,80) lag die Versuchszahl bei n = 2. Die Daten waren für die 

Kontrollgruppe und für die behandelte Zellgruppe „TGF-ß2; 1 ng/ml“ normalverteilt 

(Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05), nicht jedoch für die Zellgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ 

(Shapiro-Wilk-Test, p < 0,001). Nach dem Levene-Test lag keine gruppenübergreifende 

Varianzhomogenität vor (p < 0,001). Abschließend zeigten sich keine statistisch 
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signifikanten Unterschiede zwischen den Zellgruppen der TGF-ß2-Versuchsreihe hin-

sichtlich der Expression von CSPG4, Welch-Test F (3, 2,50) = 0,70; p = 0,622 (Abb. 10). 

Auch der Kruskal-Wallis-Test ergab hierbei keine statistisch signifikanten Unterschiede, 

H (3) = 1,21; p = 0,799. Das Ergebnis der Zellgruppe „TGF-ß2; 5 ng/ml“ hatte wegen der 

niedrigen Versuchszahl von n = 2 eine unzureichende Aussagekraft. 

Zusammengefasst lag bezüglich der Expression von CSPG4 jeweils ein statistisch signi-

fikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und den behandelten Zellgruppen der TGF-

ß1-Versuchsreihe vor. Dabei kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten 

Abnahme der ohnehin sehr basalen Expression von CSPG4 in allen TGF-ß1-behandelten 

Zellgruppen. Die ermittelte Effektstärke war hoch. Dagegen zeigte sich zwischen den 

Zellgruppen der TGF-ß2-Versuchsreihe kein statistisch signifikanter Unterschied. 

( ** ) 

*** 

*** 

Abb. 9: Mittlere Expression von CSPG4 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β1; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von CSPG4 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; n (TGF-β1; 1 ng/ml) 

= 2; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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3.1.2.3 CD146   

In sämtlichen unbehandelten sowie behandelten HBVPs konnte eine Expression von 

CD146 detektiert werden.  

In der TGF-ß1-Datenreihe musste aus der behandelten Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ 

jeweils der Wert aus zwei Teilversuchen ausgeschlossen werden, da deren Ct-Werte in-

nerhalb der GAPDH-Referenzreihe der qPCR eine zu hohe Differenz zu den Ct-Werten 

der übrigen Zellgruppen aufwiesen und daher nicht auswertbar waren. Die Zellgruppen 

der Kontrolle (m = 1,02; SD = 0,03) und der Behandlung der Konzentrationen 5 ng/ml 

(m = 1,27; SD = 0,52) und 10 ng/ml (m = 1,71; SD = 0,85) wiesen eine Versuchszahl von 

n = 4 auf. Die Versuchszahl der behandelten Zellgruppe „TGF-β1; 1 ng/ml“ (m = 1,67; 

SD = 0,19) lag bei n = 2. Während die Daten der Behandlungsgruppen „TGF-β1; 5 ng/ml“ 

und „TGF-β1; 10 ng/ml“ normalverteilt waren (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05), lag für die 

Kontrollgruppe, die aber ohnehin auf 1 normalisiert wurde, keine Normalverteilung vor 

 Abb. 10: Mittlere Expression von CSPG4 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von CSPG4 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; n (TGF-β2, 5 ng/ml) 

= 2; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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(Shapiro-Wilk-Test, p = 0,006). Zwischen den Gruppen war gemäß dem Levene-Test Va-

rianzhomogenität gegeben (p > 0,05). Zwischen den Zellgruppen der TGF-ß1-Versuchs-

reihe gab es keine signifikanten Unterschiede in der Expression von CD146, Welch-Test 

F (3, 3,04) = 6,40; p = 0,079; part. ƞ² = 0,28 (Abb. 11). Die Effektstärke f unter Berück-

sichtigung des partiellen Eta-Quadrat ƞ² = 0,28 ergab f = 0,62 und war hoch (136). Die 

Versuchszahl von n = 2 der Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ war für ein aussagekräftiges 

Ergebnis zu niedrig.  

 

In der TGF-ß2-Versuchsreihe lag für die Kontrolle (m = 1,01; SD = 0,01) und für die 

behandelten Zellgruppen der Konzentrationen 1 ng/ml (m = 1,09; SD = 0,40), 5 ng/ml (m 

= 2,06; SD = 1,87) und 10 ng/ml (m = 1,03; SD = 0,57) eine Versuchszahl von n = 3 vor. 

Die Daten der Zellgruppe „TGFß; 1 ng/ml“ waren nicht normalverteilt (Shapiro-Wilk-

Test, p = 0,049). Dagegen war Normalverteilung für die übrigen Zellgruppen gegeben 

(Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05). Laut Levene-Test lag keine Varianzhomogenität vor (p = 

Abb. 11: Mittlere Expression von CD146 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 bei 

einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml (TGF-

β1; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpression auf 

1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der Expres-

sion von CD146 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; n (TGF-β1; 1 ng/ml) = 2; 

Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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0,009). Zwischen den Zellgruppen der TGF-ß2-Versuchsreihe gab es keine statistisch sig-

nifikanten Unterschiede in Bezug auf die Expression von CD146, Welch-Test F (3, 3,34) 

= 0,26; p = 0,854 (Abb. 12). Der Kruskal-Wallis-Test ergab für die Expression ebenso 

keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zellgruppen, H (3) = 1,15; p = 

0,806.  

Zusammengefasst gab es in beiden TGF-ß-Versuchsreihen keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellgruppen in der Expression von CD146. 

 

3.1.2.4 C-myc  

In sämtlichen unbehandelten sowie mittels TGF-ß1 und TGF-ß2 behandelten HBVPs 

konnte eine Expression von c-myc detektiert werden.  

In der TGF-ß1-Versuchsreihe musste im Vorfeld aus der Behandlungszellgruppe „TGF-

ß1; 5 ng/ml“ ein auffälliger Wert, der rechnerisch als Ausreißer identifiziert wurde, von 

Abb. 12: Mittlere Expression von CD146 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwert mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von CD146 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; Welch-ANOVA; *p 

< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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der weiteren Auswertung ausgeschlossen werden. Dieser Wert verhielt sich im Vergleich 

zu den Werten der anderen Teilversuche unerwartet gegenläufig. Seine Differenz zum 

Mittelwert aller Werte war größer als das Fünffache des Durchschnittswerts der Stan-

dardabweichungen aller Teilversuche dieser Messreihe und durfte deshalb ausgeschlos-

sen werden. Auch aus der behandelten Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ musste der Wert 

eines Teilversuchs ausgeschlossen werden, weil die Ct-Werte in der GAPDH-Referenz-

reihe der qPCR zu hohe Differenzen zu den Ct-Werten der übrigen Zellgruppen aufwiesen 

und daher nicht auswertbar waren. Aus demselben Grund musste ein weiterer Teilversuch 

als Ganzes ausgeschlossen werden, weil hierbei von der beschriebenen Problematik mit 

den Ct-Wert-Differenzen die Kontrollzellgruppe betroffen und deshalb eine Auswertung 

nicht mehr möglich war. Für die behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 0,53; 

SD = 0,30) und „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 0,19; SD = 0,03) resultierte somit eine Versuchs-

zahl von n = 3. Die Versuchszahl der Kontrollzellgruppe (m = 1,01; SD = 0,01) und der 

behandelten Zellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 0,33; SD = 0,29) lag bei n = 4. Für die 

Daten der TGF-ß1-Versuchsreihe lag für jede Zellgruppe Normalverteilung vor (Shapiro-

Wilk-Test, p > 0,05). Nach dem Levene-Test war jedoch keine Varianzhomogenität vor-

handen (p = 0,012). Gemäß der Welch-ANOVA gab es einen signifikanten Unterschied 

zwischen den verschiedenen Zellgruppen in Bezug auf die Expression von c-myc, Welch-

Test F (3, 4,03) = 531,08; p < 0,001; part. ƞ² = 0,768 (Abb. 13). Der Post-hoc-Test nach 

Dunnett-T3 ergab einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Kontrolle und 

der behandelten Zellgruppe „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (p < 0,001). Hierbei nahm die durch-

schnittliche Expression von c-myc in den behandelten Zellen relativ zur Expression in 

den unbehandelten Kontrollzellen signifikant ab (-0,82; 95%-CI [-0,93; -0,71]). Die er-

rechnete Effektstärke f unter Berücksichtigung des partiellen Eta-Quadrat ƞ² = 0,768 

ergab f = 1,82 und somit eine hohe Effektstärke (136).  

In der TGF-ß2-Versuchsreihe musste im Vorfeld ein Teilversuch als Ganzes ausgeschlos-

sen werden, weil in der GAPDH-Referenzreihe der qPCR zwischen den Zellgruppen hö-

here Differenzen der Ct-Werte vorlagen und eine Auswertung deshalb nicht möglich war. 

Folglich wiesen die Kontrollgruppe (m = 1,01; SD = 0,01) und die behandelten Zellgrup-

pen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 1,11; SD = 0,23), „TGF-ß2; 5 ng/ml“ (m = 1,14; SD = 0,40) 

und „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 0,77; SD = 0,37) eine Versuchszahl von n = 4 auf. Die 

Daten waren für die behandelten Zellgruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ und „TGF-ß2; 10 
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ng/ml“ normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05). Für die Zellgruppe „TGF-ß2; 5 

ng/ml“ (p = 0,009) und die Kontrollgruppe (p = 0,005) bestand dagegen laut Shapiro-

Wilk-Test keine Normalverteilung. Varianzhomogenität war vorhanden (Levene-Test; p 

> 0,05). Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Zellgruppen 

der TGF-ß2-Versuchsreihe in der Expression von c-myc, Welch-Test F (3, 5,01) = 0,76; 

p = 0,562 (Abb. 14). Auch der Kruskal-Wallis-Test ergab keinen statistisch signifikanten 

Unterschied, H (3) = 3,57; p = 0,333.  

Zusammengefasst existierte ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 

Zellgruppen der TGF-ß1-Versuchsreihe in Bezug auf die Expression von c-myc. Der 

Post-hoc-Test nach Dunnett-T3 zeigte hierbei eine signifikante Abnahme der durch-

schnittlichen Expression von c-myc in den mittels 5 ng/ml TGF-ß1 behandelten Zellen 

im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Effektstärke war hoch. Dagegen konnte zwischen 

den Zellgruppen der TGF-ß2-Versuchreihe kein signifikanter Unterschied in der Expres-

sion von c-myc festgestellt werden.  

Abb. 13: Mittlere Expression von c-myc relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β1; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von c-myc in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; n (TGF-β1; 1 ng/ml) 

= n (TGF-β1; 5 ng/ml) = 3; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 

 

*** 
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3.1.2.5 Klf4  

Sowohl in den unbehandelten als auch in den behandelten HBVPs konnte überwiegend 

eine Expression von Klf4 detektiert werden.  

In der Versuchsreihe von TGF-ß1 musste der Wert eines Teilversuchs aus der behandelten 

Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ von der weiteren Auswertung ausgeschlossen werden, 

weil dessen Ct-Werte innerhalb der GAPDH-Referenzreihe der qPCR eine zu hohe Dif-

ferenz zu den Ct-Werten der übrigen Zellgruppen aufwiesen und daher nicht auswertbar 

waren. Aus demselben Grund war ein anderer Teilversuch als Ganzes nicht auswertbar 

und wurde ausgeschlossen, weil hierbei von derselben Problematik in der GAPDH-Refe-

renzreihe die Kontrollgruppe betroffen und deshalb keine Auswertung mehr möglich war. 

Außerdem fiel in der Behandlungszellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ ein weiterer Wert auf, 

der sich im Vergleich zu den Werten der anderen Teilversuche unerwartet gegenläufig 

verhielt, rechnerisch nach demselben Schema wie der Ausreißer der Zellgruppe „TGF-

Abb. 14: Mittlere Expression von c-myc relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von c-myc in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; Welch-ANOVA; *p 

< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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ß1; 5 ng/ml“ der c-myc-Testreihe (s. o.) als Ausreißer identifiziert und ausgeschlossen 

wurde. Dadurch resultierte für die Kontrolle (m = 1,01; SD = 0,02) und für die Behand-

lungszellgruppe „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 0,36; SD = 0,19) eine Versuchszahl von n = 4 

und für die behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 0,81; SD = 0,58) und 

„TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 0,37; SD = 0,22) eine Versuchszahl von n = 3. Bis auf die 

Kontrolle (p = 0,011) wiesen die Zellgruppen der TGF-ß1-Datenreihe laut Shapiro-Wilk-

Test eine Normalverteilung auf (p > 0,05). Außerdem lag zwischen diesen Zellgruppen 

laut Levene-Test Varianzhomogenität vor (p > 0,05). Hierbei gab es zwischen den ver-

schiedenen Zellgruppen einen statistisch signifikanten Unterschied bezüglich der Expres-

sion von Klf4, Welch-Test F (3, 3,78) = 17,29; p = 0,011; ƞ² = 0,572 (Abb. 15). Das Post-

hoc-Testverfahren nach Dunnett-T deckte jeweils einen statistisch signifikanten Unter-

schied zwischen der Kontrollgruppe und den Behandlungsgruppen „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (p 

= 0,029) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (p = 0,045) auf. Dabei nahm die Expression von Klf4 

sowohl in den mittels 5 ng/ml (-0,65; 95%-CI [-1,23; -0,07]) als auch 10 ng/ml (-0,64; 

95%-CI [-1,27; -0,02]) TGF-ß1-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifi-

kant ab. Unter Verwendung des partiellen Eta-Quadrat ƞ² = 0,572 ergab sich mit f = 1,16 

eine hohe Effektstärke (136).  

In der TGF-ß2-Versuchsreihe musste ein Teilversuch als Ganzes von der Auswertung aus-

geschlossen werden, weil in der GAPDH-Referenzreihe der qPCR die Ct-Werte der Zell-

gruppen zu hohe Differenzen zueinander zeigten und eine Auswertung nicht möglich war. 

Dadurch zeigte sich sowohl für die Kontrollgruppe (m = 1,01; SD = 0,01) als auch für die 

behandelten Zellgruppen „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 1,20; SD = 0,45), „TGF-ß2; 5 ng/ml“ 

(m = 0,92; SD = 0,81) und „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 0,70; SD = 0,63) eine Versuchszahl 

von n = 3. Diese Daten waren für alle Zellgruppen normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test, p 

> 0,05). Außerdem lag laut Levene-Test eine Gleichheit der Varianzen zwischen den Zell-

gruppen vor (p > 0,05). Dabei gab es hinsichtlich der Expression von Klf4 zwischen den 

Zellgruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede, Welch-Test F (3, 3,34) = 0,31; 

p = 0,816 (Abb. 16).  

Zusammengefasst lag in der Versuchsreihe von TGF-ß1 bezüglich der Expression von 

Klf4 ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Zellgruppen vor, wobei der 

Post-hoc-Test nach Dunnett-T eine signifikante Abnahme der Expression in den TGF-ß1-

behandelten Zellgruppen der Konzentrationen 5 ng/ml und 10 ng/ml im Vergleich zur 
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Kontrolle zeigte. Die Effektstärke war hoch. Im Gegensatz dazu wies die Versuchsreihe 

von TGF-ß2 allerdings keine statistisch signifikanten Unterschiede auf.  

  

Abb. 15: Mittlere Expression von Klf4 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β1; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von Klf4 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; n (TGF-β1; 1 ng/ml) 

= n (TGF-β1; 10 ng/ml) = 3; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 

* * 



Ergebnisse 

65 

 

 

3.1.2.6 VCAM-1  

In sämtlichen unbehandelten und behandelten HBVPs der TGF-ß1- und TGF-ß2-Ver-

suchsreihe konnte eine Expression von VCAM-1 detektiert werden.  

In der Versuchsreihe von TGF-ß1 musste im Vorfeld der Wert eines Teilversuchs aus der 

behandelten Zellgruppe „TGF-ß1; 1 ng/ml“ von der Auswertung ausgeschlossen werden, 

weil dessen Ct-Werte innerhalb der GAPDH-Referenzreihe der qPCR eine zu hohe Dif-

ferenz zu den Ct-Werten der anderen Zellgruppen zeigten und deshalb nicht auswertbar 

waren. Innerhalb desselben Teilversuchs wurde ein im Vergleich zu den übrigen Teilver-

suchen auffälliger Wert der Zellgruppe „TGF-ß1; 5 ng/ml“ rechnerisch nach demselben 

Prinzip wie bereits in der c-myc- und Klf4-Testreihe (s.o.) als Ausreißer identifiziert und 

ausgeschlossen. Dadurch ergab sich eine Versuchszahl von n = 4 für die Kontrolle (m = 

1,01; SD = 0,01) und für die Zellgruppe „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (m = 0,11; SD = 0,17). Für 

die Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ (m = 0,14; SD = 0,09) und „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (m = 

Abb. 16: Mittlere Expression von Klf4 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von Klf4 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 3; Welch-ANOVA; *p < 

0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 



Ergebnisse 

66 

 

0,03; SD = 0,01) lag die Versuchszahl bei n = 3. Der Shapiro-Wilk-Test attestierte für die 

Kontrolle und für die behandelten Zellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ und „TGF-ß1; 5 

ng/ml“ eine Normalverteilung (p > 0,05). Die Annahme der Normalverteilung musste je-

doch für „TGF-ß1; 10 ng/ml“ abgelehnt werden (Shapiro-Wilk-Test; p = 0,015). Gemäß 

dem Levene-Test bestand außerdem keine gruppenübergreifende Varianzhomogenität (p 

= 0,023). Schließlich existierte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 

Zellgruppen in der Expression von VCAM-1, Welch-Test F (3, 4,86) = 3612,03; p < 

0,001; ƞ² = 0,957 (Abb. 17). Der Post-hoc-Test nach Dunnett-T3 zeigte jeweils einen sta-

tistisch signifikanten Unterschied zwischen der Kontrolle und allen behandelten Zell-

gruppen. Dabei nahm die Expression von VCAM-1 in den behandelten Zellgruppen 

„TGF-ß1; 1 ng/ml“ (-0,87; p = 0,011; 95%-CI [-1,27, -0,46]), „TGF-ß1; 5 ng/ml“ (-0,98; 

p < 0,001; 95%-CI [-1,01, -0,95]) und „TGF-ß1; 10 ng/ml“ (-0,90, p = 0,007; 95%-CI [-

1,35, -0,45]) im Mittel relativ zur Kontrolle ab. Mit f = 4,72 konnte eine hohe Effektstärke 

ermittelt werden (136). Auch der Kruskal-Wallis-Test ergab bezüglich der Expression von 

VCAM-1 einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Zellgruppen, H (3) = 

9,71; p = 0,004.  

In der Versuchsreihe von TGF-ß2 wurde der Wert eines Teilversuchs aus der Zellgruppe 

„TGF-ß2; 10 ng/ml“ von der Auswertung ausgeschlossen, weil dessen Ct-Werte innerhalb 

des qPCR-Dupletts der VCAM-1-Testreihe zu weit auseinander lagen und deshalb nicht 

auswertbar waren. Die erreichte Versuchszahl lag für die Kontrolle (m = 1,04; SD = 0,05), 

für „TGF-ß2; 1 ng/ml“ (m = 1,09; SD = 0,78) und „TGF-ß2; 5 ng/ml“ (m = 0,81; SD = 

0,51) bei n = 4 und für „TGF-ß2; 10 ng/ml“ (m = 0,48; SD = 0,50) bei n = 3. Die Daten 

sämtlicher Zellgruppen waren normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05). Außerdem 

lag zwischen den Zellgruppen Varianzhomogenität vor (Levene-Test, p > 0,05). Schließ-

lich gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zellgruppen in Be-

zug auf die Expression von VCAM-1, Welch-Test F (3, 4,34) = 1,17; p = 0,420 (Abb. 18).  

Zusammengefasst lag in der TGF-ß1-Versuchsreihe im Hinblick auf die Expression von 

VCAM-1 ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und sämtli-

chen, behandelten Zellgruppen vor. Hierbei zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine 
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Abnahme der Expression mit hoher Effektstärke in den TGF-ß1-behandelten Zellen. Die 

TGF-ß2-Versuchsreihe zeigte dagegen keine statistisch signifikanten Unterschiede.  

  

Abb. 17: Mittlere Expression von VCAM-1 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β1 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β1 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β1; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β1, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β1; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von VCAM-1 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; n (TGF-β1; 1 

ng/ml) = n (TGF-β1; 5 ng/ml) = 3; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 

 

*** 

** 
* 
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Abb. 18: Mittlere Expression von VCAM-1 relativ zur Kontrolle nach 18h Behandlung mit TGF-β2 

Perizyten (HBVPs) wurden auf Zellkulturplatten kultiviert und anschließend 18 h lang mit TGF-β2 

bei einer Konzentration von 1 ng/ml (TGF-β2; 1 ng/ml), 5 ng/ml (TGF-β2, 5 ng/ml) und 10 ng/ml 

(TGF-β2; 10 ng/ml) behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Perizyten, deren Ausgangsexpres-

sion auf 1 normalisiert wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit Standardabweichung (m +/- 1 SD) der 

Expression von VCAM-1 in den behandelten Perizyten relativ zur Kontrolle (n = 4; n (TGF-β2; 10 

ng/ml) = 3; Welch-ANOVA; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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4 Diskussion 

Das GBM ist der häufigste maligne Hirntumor und hat eine ungünstige Prognose (1). Die 

derzeitige Standardtherapie aus kombinierter Radiochemotherapie nach Stupp et al. ver-

bessert die Zwei-Jahres-Überlebensrate auf 26,5%, während die mediane Überlebenszeit 

ca. 13 bis 17 Monate beträgt (7). Seine vielfältigen, biologischen Eigenschaften wie die 

hohe Proliferationsrate, das infiltrative Wachstum, die Neigung zur Nekrosebildung und 

die hohe Vaskularisation bzw. Tumor-Angiogenese des GBM erschweren die Therapie 

(2-4, 19). Einen möglichen therapeutischen Ansatzpunkt stellen hierbei die zellulären Be-

standteile der BBB dar, da das bildgebungstechnisch sichtbare Hirnödem auf einen Funk-

tionsverlust der BBB im GBM hindeutet (29, 35, 36). Zu den Zellen der BBB gehören 

auch Perizyten (38), die unter hypoxischen Bedingungen multipotente Stammzelleigen-

schaften annehmen können und daher das Potenzial haben, bei Bedarf zelluläre Bestand-

teile der BBB zu produzieren (46, 47). Außerdem werden diese Zellen im Tumorgesche-

hen durch das GBM selbst beeinflusst und zu einem tumorfördernden Zelltyp verändert 

(48). Dort im GBM-Milieu herrscht ausgeprägte Hypoxie (29, 30) und verschiedene, tu-

morfördernde Zytokine wie TGF-β1 und -β2 kommen meistens in hohen Konzentrationen 

vor (76). Neben hypoxischen Verhältnissen (51) kann auch TGF-β unter bestimmten Um-

ständen in Zellen EMT induzieren (60, 61). Zu den EMT-auslösenden Transkriptionsfak-

toren, die im Gliom eine wichtige Rolle spielen, gehören die Faktoren namens SNAIL, 

SLUG und TWIST (51). Die Expression von SLUG und TWIST hängt dabei mit dem 

Grad der Tumor-Angiogenese im Gliom zusammen, sodass stärker vaskularisierte Gli-

ome wie das GBM eine höhere Expression dieser beiden EMT-Regulatoren aufweisen. 

SLUG und TWIST werden dabei von Tumorgefäß-assoziierten Perizyten bzw. Gefäß-

wandzellen der von Mäder et al. als sekundäre GBM mit IDH-Mutationsstatus, WHO-

Grad 4, eingestuften Hirntumore exprimiert (77). TGF-β induziert die Expression von 

SLUG in den GBM-assoziierten Perizyten, wodurch morphologische Veränderungen die-

ser Zellen hervorgerufen und die Zellproliferation sowie Zellmotilität erhöht werden. 

Dies weist darauf hin, dass GBM-Zellen durch die Sekretion von TGF-β benachbarte Pe-

rizyten verändern und so auch Einfluss auf die Tumor-Angiogenese nehmen (78). Weil 

bekannt ist, dass Perizyten unter hypoxischen Bedingungen Stammzelleigenschaften an-

nehmen sowie eine Transdifferenzierung zu Zellen verschiedenen Zelltyps durchlaufen 
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können (46, 47) und TGF-β in Perizyten die Expression des EMT-Transkriptionsfaktors 

SLUG induzieren kann (78), wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob TGF-β 

dadurch eine Dedifferenzierung der Perizyten und eine Transdifferenzierung in endothe-

liale Zelltypen auslösen kann. Zu diesem Zweck wurde die Expression verschiedener, 

perizytärer Zellmarker, Stammzellmarker und endothelialer Zellmarker vor und nach der 

Behandlung mit TGF-β untersucht, um daraus Rückschlüsse auf das TGF-β-induzierte 

Differenzierungsverhalten der Perizyten zu ziehen.  

 

4.0 Limitationen des Studiendesigns 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Experimente mittels qPCR anfällig für Pipettier-

fehler, weil die Proben der Zellgruppen in Dupletts pipettiert wurden. Um die Versuchs-

durchführung robuster gegen Pipettierfehler zu machen, sollten diese Experimente nach 

Möglichkeit in Tripletts durchgeführt werden. Dieses Procedere erhöht die Sicherheit der 

Durchführung, setzt aber mehr Zeit und mehr Probenmaterial voraus, weshalb dies in der 

vorliegenden Arbeit nicht möglich war.  

Drei Versuchsreihen wiesen in der GAPDH-Referenzreihe kontinuierlich in sämtlichen 

Marker-Testreihen zu hohe Differenzen der Ct-Werte einzelner Zellgruppen zueinander 

auf und waren deshalb nicht auswertbar. In diesen Versuchen deuteten die Ergebnisse auf 

eine genaue Pipettierung der qPCR-Platte selbst hin, weil die Ct-Werte innerhalb der ein-

zelnen Dupletts selbst nah beieinander lagen. Stattdessen lagen die Differenzen der Ct-

Werte hierbei zwischen den Dupletts der Zellgruppen, weshalb die Ursache auf Mengen-

unterschiede in den verwendeten cDNA-Proben zurückzuführen ist. Es ist wahrschein-

lich, dass die verwendeten cDNA-Proben der jeweiligen betroffenen Zellgruppen im Ver-

gleich zu den Proben der übrigen Zellgruppen eine niedrigere Konzentration aufwiesen. 

Ursächlich könnte zum einen eine fehlerhaft hergestellte cDNA-Lösung oder das cDNA-

Syntheseverfahren selbst sein, in der die jeweiligen RNA-Proben möglicherweise nicht 

ordnungsgemäß gemessen oder gelöst wurden. Um diesem Problem entgegenzuwirken, 

sollten zur Testung der Qualität die cDNA-Proben im Vorfeld mittels qPCR einem Test-

durchlauf unterzogen werden. Hierbei bietet sich eine kurze qPCR mit einem Haushalts-

gen an, um sicherzustellen, dass die Konzentrationen der verwendeten cDNA-Proben 

zwischen den Zellgruppen ähnlich sind und nicht voneinander abweichen.  
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Allgemein ist es sinnvoll, möglichst hohe Versuchszahlen bzw. große Stichproben zu er-

heben. Zur Durchführung einer aussagekräftigen Teststatistik sollten die Versuchszahlen 

bei mindestens n = 3 liegen, damit auch Marker-Testreihen wie die von TM statistisch 

getestet und die Aussagekraft der Ergebnisse einzelner Zellgruppen und Marker-Testrei-

hen ohne signifikantes Ergebnis, jedoch mit hoher, relevanter Effektstärke, erhöht werden 

können.  

Da die verwendeten Primer für S100-β und RGS5 in der vorliegenden Arbeit nicht ver-

lässlich funktioniert haben, sollten für diese Marker andere Primer verwendet werden.  

Zudem wurden die HBVPs in der vorliegenden Arbeit in nicht-synchronisierten Zellzyk-

lusphasen behandelt. Zwar führt TGF-β1 auch in nicht-synchronisierten Zellen zu einer 

EMT. Dennoch ist laut Studien die Wirkung von TGF-β abhängig von der vorliegenden 

Zellzyklusphase. Um dies nachzuweisen, haben Studien Zellgruppen im Vorfeld jeweils 

einmal auf die G1/S-Phase und G2/M-Phase synchronisiert und nach anschließender Be-

handlung mit TGF-β1 untereinander und zusätzlich mit nicht-synchronisierten, behandel-

ten Zellen verglichen. Demnach führt TGF-β1 in Zellen der G1/S-Phase zu einer EMT 

und in Zellen der G2/M-Phase zu einer Apoptose (61). Daher sollten zur Optimierung des 

Studiendesigns die Perizyten vor der Behandlung auf die G1/S-Phase synchronisiert wer-

den.  

 

4.1 Keine Dedifferenzierung der HBVPs und keine EMT durch alleinige 

Behandlung mit TGF-β1 und -β2  

4.1.1 Keine Dedifferenzierung der TGF-β-behandelten Perizyten bei fehlender 

Herabregulation perizytärer Zellmarker 

In der vorliegenden Studie lag in den HBVPs eine Expression von PDGFR-β und CD146 

bereits vor der Behandlung mit TGF-β1 und -β2 vor. Die Behandlung mit TGF-β hatte 

hierbei keinen signifikanten Einfluss und es kam zu keiner Herabregulation. Die Ergeb-

nisse zu den TGF-β1-behandelten Zellgruppen der Konzentration 1 ng/ml in der CD146- 

und PDGFR-β-Testreihe waren jedoch aufgrund zu niedriger Versuchszahl jeweils unzu-

reichend aussagekräftig. Ein signifikanter Effekt durch TGF-β1 auf die Expression von 

CD146 ist bei höherer Versuchszahl wegen der gemessenen, hohen Effektstärke, die auf 

einen relevanten Effekt hindeutet, nicht auszuschließen. Dabei deuten die Mittelwerte der 
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Expression in den behandelten Zellgruppen darauf hin, dass eine höhere Versuchszahl 

zum Ergebnis einer statistisch signifikanten Hochregulation von CD146 durch TGF-β1 

führen könnte (Abb. 11). Weil CD146 als Ko-Rezeptor von VEGFR-2 mit Tumor-Angi-

ogenese assoziiert ist (137, 138), wäre das in diesem Fall ein Hinweis auf eine angiogene 

Wirkung von TGF-β1.  

CSPG4 konnte in den Perizyten teilweise allenfalls nur im Sinne einer sehr niedrigen 

Expression nachgewiesen werden. Hier zeigte sich infolge der Behandlung mit TGF-β1 

eine statistisch signifikante Herabregulation in allen behandelnden Konzentrationen, wo-

bei das Ergebnis für die Zellgruppe „TGF-ß1; 1ng/ml“ aufgrund der zu niedrigen Ver-

suchszahl bei dennoch vorliegender Vergleichbarkeit zu den übrigen Zellgruppen einge-

schränkt aussagekräftig war (Abb. 9). Unter der Annahme einer ohnehin sehr niedrigen 

Expression kam es daher zu einer weiteren, signifikanten Senkung der Expression von 

CSPG4 durch TGF-β1. Die hohe Effektstärke spricht hierbei für einen relevanten Effekt, 

der bei vorhandener, niedriger Expression auf eine deutliche Herabregulation hinweist.  

Des Weiteren konnte eine Expression von RGS5 dagegen nicht nachgewiesen werden, 

obwohl aus der Literatur bekannt ist, dass eine Expression in den HBVPs vorliegt (139). 

Deshalb kann vor dem Hintergrund, dass die Ct-Werte der GAPDH-Referenzreihe eine 

korrekte Pipettierung aufzeigten, davon ausgegangen werden, dass die verwendeten Pri-

mer nicht ordnungsgemäß funktionierten. Daher waren diese Ergebnisse nicht aussage-

kräftig.  

Insgesamt zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keine Dedifferenzierung der 

TGF-β-behandelten Perizyten. 

 

4.1.2 TGF-ß-induzierte, perizytäre EMT möglicherweise nur bei bestimmtem 

Expressionsmuster, einschließlich bestimmter Isoformen von CSPG4/NG2 

Als perizytärer Marker wird das Transmembranprotein CSPG4 (82) im GBM von Peri-

zyten proliferativ aktiver Tumorgefäße im Rahmen der Tumor-Angiogenese exprimiert 

(90) und korreliert dabei mit dem Malignitätsgrad von Gliomen (89). Die Hemmung von 

CSPG4/NG2 führt im GBM zu einer reduzierten Tumor-Angiogenese und zu einer Ab-

nahme des Tumorödems (140). Daher spricht die fehlende Hochregulation und die wei-

tere, TGF-ß1-induzierte Herabregulation von CSPG4/NG2 bei einer allenfalls niedrigen 
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Ausgangsexpression gegen eine Transdifferenzierung proliferativ aktivierter Perizyten 

als Beitrag zur Tumor-Angiogenese (Abb. 9). Da jedoch viele, verschiedene Isoformen 

von NG2 existieren und im GBM nur bestimmte Varianten exprimiert sind (141), besteht 

die Möglichkeit, dass TGF-ß nur auf bestimmte Isoformen von CSPG4/NG2 im Tumor-

milieu des GBM, wo andere Umweltbedingungen als in vitro vorherrschen, hochregulie-

rend wirkt und so die EMT spezifischer Perizyten und die Tumor-Angiogenese fördert. 

Daher ist die ausbleibende, TGF-ß-induzierte Regulation in der vorliegenden Arbeit mög-

licherweise darauf zurückzuführen, dass die hier getestete Variante von CSPG4/NG2 

nicht zu diesen bestimmten Isoformen gehörte. Im weiteren Sinne zeigten Studien, dass 

lediglich Perizyten zur Angiogenese rekrutiert werden, die sowohl Nestin als auch 

CSPG4/NG2 exprimierten. Hierfür wurden verschiedene Typen von Perizyten, die sich 

in der Expression von Nestin unterschieden, im Hinblick auf ihr angiogenetisches Ver-

halten verglichen (142). Dazu übereinstimmend zeigten weitere Studien, dass die kom-

plette Ausschaltung von CSPG4/NG2 in Perizyten die Angiogenese hemmte (143) und 

lieferten damit weitere Hinweise auf die Notwendigkeit der Expression spezifischer Iso-

formen von CSPG4/NG2 für die Induktion einer perizytären EMT. Demzufolge würde 

das GBM im Rahmen der Tumor-Angiogenese nur bestimmte Typen von Perizyten rek-

rutieren, die entweder bestimmte, vorausgesetzte Gene bzw. Markerproteine, zu denen 

bestimmte Isoformen von CSPG4/NG2 gehören, bereits exprimieren oder um anschlie-

ßend deren Expression zu induzieren. Unter dieser Annahme würde eine TGF-ß-indu-

zierte EMT im GBM nur in Perizyten mit bestimmtem Expressionsmuster ablaufen. Nes-

tin, welches hierbei einen neuralen Stammzellmarker darstellt (144, 145), war in weiteren 

Studien neben CSPG4/NG2 ebenfalls in extrahierten, ischämischen Perizyten exprimiert, 

die infolge der Kultivierung in Endothelzellmedium zu CD31-positive Endothelzellen 

transdifferenzierten (46). Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass PDGFR-β-posi-

tive, ischämische Perizyten, die im Gegensatz zu Perizyten aus nicht-ischämischen Hirn-

arealen Nestin-positiv waren, den Stammzellmarker Sox2 exprimierten und daher auf 

deine Dedifferenzierung hinwiesen (47).  

Vor diesem Hintergrund könnte eine Ursache für die fehlende, TGF-ß-induzierte EMT in 

der vorliegenden Arbeit im Expressionsmuster der behandelten HBVPs liegen, das wo-

möglich die Voraussetzungen für eine EMT nicht erfüllte. Welches Expressionsmuster 

genau vorausgesetzt wird, sollte im Rahmen weiterer Studien untersucht werden.  
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4.1.3 Keine Annahme von Stammzelleigenschaften der TGF-β-behandelten Peri-

zyten bei fehlender Hochregulation der Stammzellmarker 

In der vorliegenden Arbeit konnte in den HBVPs keine Expression von Sox2, Sox10, 

Sox17 und S100-β nachgewiesen werden. Auch die Behandlung mit TGF-β1 und -β2 

führte zu keiner signifikanten Hochregulation. Die Durchführung einer Teststatistik war 

für die TGF-β2-Versuchsreihe von Sox10 und für beide TGF-β-Versuchsreihen von 

Sox17 zwar nicht möglich. Jedoch war hierbei ohnehin sowohl vor als auch nach der 

Behandlung keine Expression und somit keine Hochregulation nachweisbar. Die S100-β-

Testreihe wies schwankende Ct-Werte auf, obwohl die zugehörige GAPDH-Referenzrei-

hen eine genaue Pipettierung zeigten. Deshalb ist hierbei neben fehlender Expression von 

S100-β auch eine fehlende Funktionsfähigkeit der verwendeten Primer möglich. Schließ-

lich konnte unabhängig von der Behandlung keine Expression von S100-β nachgewiesen 

werden. Obwohl keine Hochregulation von S100-β erkennbar war, war eine verlässliche 

Aussage über die Wirkung von TGF-β auf die Expression von S100-β nicht möglich. Im 

Gegensatz dazu konnte in den HBVPs bereits vor der Behandlung eine Expression von 

c-myc und Klf-4 nachgewiesen werden. Es kam hierbei zu einer signifikanten Herabre-

gulation von c-myc durch 5 ng/ml TGF-β1 (Abb. 13). Die statistische Effektstärke war 

hoch und somit hinweisend auf ein hohes und relevantes Ausmaß der Wirkung von TGF-

β1. Ebenso führte TGF-β1 bei einer Konzentration von 5 ng/ml und 10 ng/ml zu einer 

signifikanten Herabregulation von Klf4 (Abb. 15). Auch hier zeigte sich eine hohe Ef-

fektstärke im Sinne eines relevanten Effekts. Auf der anderen Seite jedoch zeigte sich vor 

dem Hintergrund der Fragestellung weder durch TGF-β1 noch TGF-β2 eine signifikante 

Hochregulation von c-myc und Klf4, die jeweils auch als Stammzellmarker bekannt sind 

(95, 96).  

Die Ergebnisse ergeben zusammengefasst keine Hinweise auf eine TGF-β-induzierte An-

nahme von Stammzellcharakteristika durch die behandelten Perizyten. 

 

4.1.4 TGF-β-induzierte Senkung der Proliferationsrate und Hemmung der tu-

morfördernden Mikroumwelt durch Herabregulation von c-myc und Klf4  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von c-myc durch TGF-β1 bei einer Kon-

zentration von 5 ng/ml signifikant herabreguliert (Abb. 13). C-myc wird zwar einerseits 
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als Stammzellmarker beschrieben (95, 96), hat jedoch andererseits eine größere Funkti-

onsvielfalt. C-myc wird u.a. mit einer Steigerung der Proliferationsrate und zellulärem 

Wachstum in Verbindung gebracht und stellt daher ein Proto-Onkogen dar, das in vielen 

tumorösen Erkrankungen hochreguliert vorliegt (101, 146, 147). Es ist bekannt, dass eine 

Herabregulation von c-myc, bspw. durch TGF-β, mit einer Senkung der Proliferationsrate 

und einem Zellzyklusarrest einhergeht (148). Daher spricht das Ergebnis der vorliegenden 

Arbeit, übereinstimmend mit der aktuellen Literatur, dafür, dass TGF-β in den Perizyten 

durch Herabregulation des Proto-Onkogens c-myc anstatt zu einer Dedifferenzierung zu 

einem Zellzyklusarrest geführt hat (Abb. 13), da als weitere Stammzellmarker (95, 96) 

auch Klf4 herabreguliert (Abb. 15) und Sox2 nicht hochreguliert wurde (Abb. 1, Abb. 2). 

Diese Wirkung passt zu den tumorsuppressiven Eigenschaften von TGF-β (149). Die sig-

nifikante Herabregulation von Klf4 in der vorliegenden Arbeit wurde durch TGF-β1 bei 

den Konzentrationen 5 ng/ml und 10 ng/ml herbeigeführt. In der TGF-β2-Versuchsreihe 

kam es zwar zu keinem signifikanten Ergebnis, jedoch zu einer Senkung der Expression 

in einem einzigen Teilversuch, welches nicht reproduziert werden konnte. Es ist bekannt, 

dass Perizyten durch eine Hochregulation von Klf4 in einen weniger differenzierten Zell-

status überführt werden und daraufhin durch erhöhte Produktion von Fibronektin zur pro-

metastatischen Mikroumwelt beitragen (150). Obwohl das GBM normalerweise nicht 

metastasiert (151), weist das Ergebnis der vorliegenden Arbeit statt auf eine Dedifferen-

zierung der Perizyten auf die bereits beschriebene, tumorsuppressive Wirkung von TGF-

β hin (149), weil eine Inaktivierung von Klf4 zu einer Hemmung dieser tumorfördernden 

Prozesse führt (150). Weiterhin ist vor dem Hintergrund, dass eine Überexpression von 

Klf4 zu einer Induktion der Angiogenese führt (152), die ausgebliebene Hochregulation 

durch TGF-β ebenfalls ein Hinweis auf eine nicht erfolgte EMT der behandelten Perizy-

ten.  

 

4.1.5 Keine Transdifferenzierung der Perizyten in endotheliale Zelltypen bei feh-

lender Hochregulation endothelialer Zellmarker  

Vor der Behandlung konnte keine Expression von CDH5, CD31 und flk-1 und keine bis 

allenfalls eine sehr niedrige Expression von Endoglin und TM in den untersuchten 
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HBVPs nachgewiesen werden. Auch die Behandlung mit TGF-β1 und -β2 führte zu kei-

ner signifikanten Hochregulation dieser endothelialen Zellmarker (Abb. 1 - Abb. 6).  

In der TGF-β1-Versuchsreihe der Endoglin-Testreihe ergab sich bei 1 ng/ml Behand-

lungskonzentration ein p = 0,076 nahe des Signifikanzniveaus und eine hohe Effektstärke, 

die zunächst vermuten lässt, dass bei höherer Versuchszahl ein statistisch signifikanter 

Effekt zu erwarten ist. Aufgrund des erniedrigten Mittelwerts würde man hier zunächst 

von einer TGF-β1-induzierten Herabregulation bei 1 ng/ml ausgehen (Abb. 3). Da aber 

in den Perizyten bereits vor der Behandlung überwiegend keine Expression von Endoglin 

nachweisbar war, kann somit auch keine Herabregulation stattfinden. Außerdem war für 

die Auswirkung von TGF-β1 bei den Konzentrationen 5 ng/ml und 10 ng/ml aufgrund der 

hohen Standardabweichungen keine Aussage bezüglich einer Regulation möglich. Des-

halb ist hier im Kontext die Aussagekraft der gemessenen Effektstärke zu gering, um von 

einer relevanten Wirkung von TGF-β1 oder von einer signifikanten Regulation durch 

TGF-β1 bei höherer Versuchszahl auszugehen. Stattdessen findet laut Studien unter hy-

poxischen Bedingungen eine signifikante Hochregulation von Endoglin statt. Dabei wirkt 

TGF-β synergistisch und verstärkt in Wechselwirkung mit Hypoxie die Hochregulation 

von Endoglin signifikant, wie anhand von Endothelzellen und Monozyten gezeigt wurde 

(153). Die normoxischen Behandlungsbedingungen in der vorliegenden Arbeit könnten 

daher die Ursache der ausgebliebenen Hochregulation sein. Weil im GBM Endoglin in 

Zellen nachgewiesen wurde, die außerdem den perizytären Marker α-smooth muscle actin 

(α-SMA) exprimierten (154), ist es möglich, dass TGF-β erst unter hypoxischen Bedin-

gungen zu einer Transdifferenzierung von Perizyten mit konsekutiver Hochregulation 

von Endoglin führt. Auf der anderen Seite besteht die Möglichkeit, dass eine TGF-β-in-

duzierte Aktivierung und Migration der Perizyten ohne Hochregulation von Endoglin ab-

läuft. Das Protein namens secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC), das in 

den astrozytären Gliomen vom Grad 2 bis 4 hochgradig exprimiert wird (155, 156) und 

die Invasivität des Glioms erhöht (156), fördert die Migration von Perizyten, indem es 

mit Endoglin in Wechselwirkung tritt und dadurch seine Interaktion mit TGF-β1 und die 

perizytäre Antwort darauf hemmt. Dadurch fördert SPARC die perizytäre Rekrutierung 

und Migration (157). Demnach wäre hierfür eine Hochregulation von Endoglin als Teil 

des TGF-β-Rezeptorkomplexes (158) nicht notwendig. Zuletzt war die Versuchszahl der 

Behandlungsgruppe „TGF-ß2; 10 ng/ml“ der Endoglin-Testreihe für ein aussagekräftiges 
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Ergebnis zu niedrig, obwohl die Versuchsreihen von TGF-β1 und -β2 keine signifikanten 

Ergebnisse hervorbrachten.  

Des Weiteren konnte für TM wegen zu niedriger Versuchszahl keine Teststatistik berech-

net werden. Obwohl hier keine Hochregulation zu beobachten war, war aufgrund der 

niedrigen Versuchszahl eine aussagekräftige, statistische Angabe im Hinblick auf die Re-

gulation durch TGF-β nicht möglich.  

In der TGF-β2-Testreihe von flk-1 zeigte sich in den behandelten Perizyten im Vergleich 

zur Kontrolle eine statistisch signifikante Abnahme der mittleren Expression bei einer 

Behandlungskonzentration von 1 ng/ml mit hoher, relevanter Effektstärke (Abb. 6). Ab-

gesehen vom fehlenden Nachweis einer Expression von flk-1 in den HBVPs sowohl vor 

als auch nach Behandlung mit TGF-β war die Versuchszahl von n = 2 jedoch zu niedrig 

für ein aussagekräftiges Ergebnis. Auch die Behandlungszellgruppen „TGF-ß1; 1 ng/ml“ 

und „TGF-ß2; 5 ng/ml“ hatten wegen der zu niedrigen Versuchszahl eine unzureichende 

Aussagekraft (Abb. 5).  

Dagegen konnte bereits in den unbehandelten Perizyten eine Expression von VCAM-1 

nachgewiesen werden. Es wurde keine signifikante Hochregulation durch TGF-β beo-

bachtet. Stattdessen kam es hierbei durch TGF-β1 zu einer signifikanten Herabregulation 

bei allen Behandlungskonzentrationen (Abb. 17). Die gemessene Effektstärke war im 

Sinne einer relevanten Wirkung hoch.  

Insgesamt ergeben die vorliegenden Ergebnisse keine Hinweise auf eine stattgehabte, 

TGF-β-induzierte Transdifferenzierung der behandelten Perizyten in endotheliale Zellty-

pen.  

 

4.1.6 Hemmung der Einwanderung von Leukozyten ins Tumorgeschehen durch 

TGF-β- induzierte Herabregulation von VCAM-1  

Bei VCAM-1 handelt es sich um ein glykosyliertes Transmembranprotein (119, 120), das 

bei inflammatorischer Zellumgebung in Endothelzellen hochreguliert wird (120, 121) und 

ebenfalls in proliferativen, Tumor-Angiogenese-assoziierten Perizyten nachweisbar ist 

(122). Funktionell ermöglicht VCAM-1 Leukozyten die Adhäsion und Transmigration 

durch die Endothelzellschicht aus der Blutbahn ins Gewebe (119-121). Die 
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Herabregulation durch TGF-β1 in der vorliegenden Arbeit (Abb. 17) weist daher auf die 

antientzündliche Wirkung von TGF-β hin (159, 160), wodurch TGF-β1 die Einwanderung 

von Immunzellen hemmt. Andere Studien bestätigen dieses Ergebnis und kommen zur 

selben Schlussfolgerung (161). Daher steht die TGF-β1-vermittelte Herabregulation von 

VCAM-1 in Verbindung mit der bekannten, immunsuppressiven, tumorfördernden Wir-

kung von TGF-β (162, 163), da TGF-β1 durch diesen Mechanismus ebenfalls die Ein-

wanderung von Leukozyten ins Tumorgewebe reduzieren kann, um den Tumor vor einer 

Immunantwort zu schützen. Die aktuelle Literatur, nach der die Herabregulation von 

VCAM-1 im Tumor einen Schutzmechanismus vor einwandernden Leukozyten darstellt 

(119), teilt diese Schlussfolgerung.  

 

4.1.7 Zusammengefasst keine Dedifferenzierung und Transdifferenzierung der 

Perizyten durch alleinige Behandlung mit TGF-β  

Bis auf die signifikante, TGF-β1-induzierte Herabregulation von CSPG4 bei einer ohne-

hin allenfalls nur sehr niedrigen Ausgangsexpression zeigten die Ergebnisse der vorlie-

genden Arbeit für die übrigen, perizytären Zellmarker keine weiteren, signifikanten Er-

gebnisse im Sinne einer Herabregulation. Die Ergebnisse der RGS5-Testreihe waren nicht 

aussagekräftig. Bei fehlender Hochregulation sämtlicher Stammzellmarker wurde die Ex-

pression von c-myc und Klf4 durch TGF-β1 in einem relevanten Ausmaß herabreguliert, 

passend zu den tumorsuppressiven Eigenschaften von TGF-β. Daher konnte keine An-

nahme von Stammzelleigenschaften der Perizyten infolge der Behandlung mit TGF-β1 

und -β2 gezeigt werden. Ebenso gab es bei fehlendem Nachweis einer signifikanten 

Hochregulation der endothelialen Zellmarker keine Hinweise auf eine TGF-β-induzierte 

Transdifferenzierung der Perizyten in endotheliale Zelltypen. Stattdessen kam es in den 

behandelten Perizyten durch TGF-β1 zu einer signifikanten und relevanten Herabregula-

tion des bereits exprimierten Zellmarkers VCAM-1. Von CD31, CDH5 und flk-1 konnte 

in den HBVPs weder eine Expression noch eine Hochregulation nachgewiesen werden.  

Allgemein geht die Induktion der Tumor-Angiogenese mit einer bestimmten Änderung 

des Genexpressionsmusters einher, die die Zellmigration der an der Tumor-Angiogenese 

beteiligten Zellen wie Endothelzellen und Perizyten markiert und mit der Aktivierung und 

Hochregulation des TGF-β-Signalwegs assoziiert ist. Im Gliom korreliert dieses 
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genetische Veränderungsmuster mit der Expression endothelialer Zellmarker, zu denen 

auch CD31 und CDH5 gehören (164). In der vorliegenden Arbeit konnten beide Marker 

in den Perizyten sowohl vor als auch nach Behandlung mit TGF-β nicht nachgewiesen 

werden. Hierbei spricht der fehlende Nachweis einer Expression sowie Hochregulation 

der getesteten, endothelialen Zellmarker in dieser Arbeit nicht nur gegen eine Transdiffe-

renzierung der Perizyten, sondern ebenso gegen die Auslösung dieses bestimmten, gene-

tischen Veränderungsmusters zur Auslösung der Tumor-Angiogenese. Demzufolge hat 

die Behandlung der HBVPs mit TGF-β1 und -β2, die zu einer Hochregulation des EMT-

Transkriptionsfaktors SLUG führt (78), nicht ausgereicht, um in den behandelten Perizy-

ten das oben genannte, genetische Veränderungsmuster mit konsekutiver Dedifferenzie-

rung und anschließender EMT auszulösen. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, 

welche weiteren Voraussetzungen hierfür notwendig sind.  

 

4.2 Weitere Voraussetzungen für perizytäre EMT notwendig 

In der vorliegenden Arbeit hat TGF-β zu keiner Dedifferenzierung der behandelten Peri-

zyten mit anschließender Differenzierung zu Zellen des endothelialen Zelltyps geführt. 

Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass ischämische Perizyten Stammzelleigenschaften 

annehmen und unter bestimmten Umständen eine Transdifferenzierung in verschiedene 

Zelltypen durchlaufen können (46, 47). Zur Auslösung einer Transdifferenzierung in en-

dotheliale bzw. neurale Zelltypen haben Nakagomi et al. ischämische Perizyten in En-

dothelzellmedium bzw. Neuralzellmedium kultiviert. Außerdem zeigten ischämische Pe-

rizyten neben SLUG und α-SMA auch eine Expression von SNAIL (46). Tumorgefäß-

assoziierte Perizyten der von Mäder et al. als sekundäre GBM mit IDH-Mutationsstatus, 

WHO-Grad 4, eingestuften Hirntumore wiesen neben SLUG auch eine Expression von 

TWIST auf (77). Aufgrund der Expression weiterer EMT-Transkriptionsfaktoren wie 

SNAIL und TWIST ist also anzunehmen, dass neben einer TGF-β-induzierten Hochregu-

lation von SLUG in Perizyten (78) weitere Voraussetzungen notwendig sind, um eine 

EMT auszulösen. Da aus der Literatur bekannt ist, dass EMT keine Eigenleistung einzel-

ner Moleküle oder Vorgänge, sondern das Ergebnis des Zusammenwirkens mehrerer In-

teraktionen darstellt (165), werden wahrscheinlich weitere Zytokine und Signale benötigt, 

um in Perizyten über die Hochregulation weiterer EMT-Transkriptionsfaktoren wie 
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SNAIL oder TWIST und möglicherweise weiterer Signalwege eine EMT zu induzieren. 

Denn die hypoxische Mikroumwelt des GBM ist neben TGF-β (76) auch von vielen wei-

teren Zytokinen wie HIF oder VEGF geprägt (166).  

 

4.2.1 Synergistische Interaktionen mit TGF-β zur Induktion einer EMT 

Weitere Studien zeigten anhand von Proben aus cerebralen Post-Infarkt-Arealen den im-

munhistochemischen Nachweis einer Expression von Sox2 in ischämischen Perizyten, 

die sich in der Nähe von CD31-positiven Endothelzellen aufhielten (46, 47). In Zusam-

menschau mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, wonach die alleinige Behandlung 

der Perizyten mit TGF-β1 und -β2 unter normoxischen Bedingungen zu keiner Hochre-

gulation von Sox2 führte, ergeben sich somit zusätzliche Hinweise auf weitere Zytokine 

oder Signalwege, die in Synergie mit TGF-β die Dedifferenzierung der Perizyten mit an-

schließender EMT in andere Zelltypen fördern. Diese Annahme wird von den Studiener-

gebnissen von Nakagomi et al., die zu einer sehr ähnlichen Schlussfolgerung kommen, 

gestützt. Weil sie einen zusätzlichen Einfluss durch endotheliale Zellen auf die ischämi-

schen Perizyten über parakrin ausgeschüttete Zytokine vermuteten, konnten sie über wei-

tere Versuche eine Hochregulation von Sox2 in hypoxisch behandelten Perizyten durch 

endothelial sezernierte Faktoren nachweisen. Diese Faktoren unterstützten dadurch die 

Dedifferenzierung der hypoxischen Perizyten und unter zusätzlicher Behandlung in Neu-

ralzellmedium weitergehend ihre Differenzierung in neurale Zelllinien. Bei gleichzeitiger 

Behandlung der Perizyten mit beiden Zytokinen führten diese zu einer stärkeren Hochre-

gulation von Sox2 im Sinne eines synergistischen Effekts. Dabei handelte es sich um 

Leukemia inhibitory factor (LIF) und Fibroblast growth factor 2 (FGF2) (46), wobei es 

sich bei LIF um einen endothelial sezernierten Faktor handelt (167), der Sox2 induzieren 

kann (168), und FGF2 ebenfalls ein endothelial sezerniertes Zytokin darstellt, dessen Ex-

pression über Hypoxie induziert wird (169). Da hierbei zur Unterstützung der Dediffe-

renzierung der hypoxischen Perizyten die Zugabe weiterer Zytokine notwendig war, passt 

diese Studie zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, in der eine Hochregulation der 

getesteten Zellmarker wahrscheinlich aufgrund fehlender Weiterbehandlung nach Zugabe 

von TGF-β ausblieb. Die oben genannte These wird dadurch weiter untermauert, indem 

isolierte, ischämische Perizyten, die bereits die endothelialen Zellmarker CDH5, 
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Endoglin und TM exprimierten, weitere Endothelzellmarker wie flk-1 und CD31 infolge 

der Kultivierung in Endothelzellmedium hochregulierten (46). Da in der vorliegenden 

Arbeit nach der Behandlung der HBVPs mit TGF-β bei Kultivierung in Perizytenmedium 

keine Hochregulation der Endothelzellmarker zu beobachten war, deutet dies auf weitere, 

notwendige Faktoren zur Induktion der perizytären EMT hin, die die Differenzierung in 

endotheliale Zelltypen unterstützen, im Endothelzellmedium enthalten sind und im Peri-

zytenmedium fehlen. Dieser Synergismus zwischen TGF-β und weiteren Wachstumsfak-

toren und Signalwegen zur Induktion einer EMT wird ebenfalls in der aktuellen Literatur 

beleuchtet und bestätigt (170).  

Zusammenfassend ist es demnach auch möglich, dass neben GBM-Zellen auch CD31-

positive Endothelzellen und die hypoxische Mikroumwelt des Tumors einen Einfluss auf 

umgebende Perizyten ausüben, in diesen Zellen in Kooperation mit TGF-β die Hochre-

gulation von Stammzellmarker wie Sox2 und anschließend eine Herabregulation peri-

zytärer Zellmarker sowie die Hochregulation zellspezifischer Zellmarker im Sinne einer 

EMT induzieren. Letztere schließt die Hochregulation endothelialer Zellmarker als Hin-

weis auf eine Transdifferenzierung in endotheliale Zelltypen im Rahmen der Tumor-An-

giogenese mit ein. Diese Schlussfolgerung wird bereits durch Studien von Nakagomi et 

al. gestützt, geteilt und bestätigt (46).  

Vor diesem Hintergrund sollte neben dem Einfluss von GBM-Zellen auch derjenige wei-

terer Faktoren der Mikroumwelt des GBM in Interaktion mit TGF-β auf das Differenzie-

rungsverhalten der GBM-assoziierten Perizyten untersucht werden. Der Fokus sollte da-

bei auf Faktoren gelegt werden, die unter hypoxischen Umweltbedingungen von GBM-

Zellen und weiteren Zellen wie Tumorgefäß-assoziierten Endothelzellen sezerniert und 

aktiviert werden.   

 

4.2.1.1 Synergistische Interaktionen endothelialer Einflüsse mit TGF-β zur Induk-

tion der perizytären EMT 

Nakagomi et al. konnten durch Studien eine Hochregulation von Sox2 in hypoxisch be-

handelten Perizyten durch die zusätzliche Behandlung mittels der endothelial sezernierten 

Faktoren LIF und FGF2 nachweisen. Damit bestätigten sie ihre Annahme, dass endothe-

lial sezernierte Faktoren in hypoxischen Perizyten zur Annahme von 
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Stammzellcharakteristika mitwirken (46). Unter diesem Gesichtspunkt ist es wahrschein-

lich, dass GBM-assoziierte Endothelzellen rekrutierte, umgebende Perizyten durch pa-

rakrine Mechanismen beeinflussen und synergistisch zu den hypoxischen Umweltbedin-

gungen und zur TGF-β-Signaltransduktion zur Dedifferenzierung der Perizyten beitra-

gen.  

Vor diesem Hintergrund liegen Studien vor, die mittels RNA-Sequenzierung das Tran-

skriptom von allein kultivierten Perizyten dem von Perizyten in gemeinsamer Kultivie-

rung mit Endothelzellen gegenüberstellten und miteinander verglichen. Die gemeinsam 

kultivierten Perizyten wiesen Unterschiede in der Transkription von über 6000 Genen auf, 

die mit der Zellreifung, der Proliferation und der morphologischen Entwicklung assoziiert 

waren und durch parakrine Signale der Endothelzellen zustande kamen. Hierbei zeigte 

sich eine Hochregulation von c-myc, CSPG4/NG2, CD146 und Nestin und eine Herabre-

gulation von PDGFR-β und der Produktion von Fibronektin (171). Eine Hochregulation 

von CSPG4/NG2 und Nestin findet sich dabei auch in isolierten, ischämischen Perizyten 

mit dem Potenzial zur De- und Transdifferenzierung in endotheliale Zelltypen (46). Er-

gänzend dazu könnte die Herabregulation von PDGFR-β ein Hinweis auf eine Dediffe-

renzierung mit beginnender Transdifferenzierung der Perizyten sein, weil ischämische 

Perizyten, die in Neuralzellmedium kultiviert wurden, vor Annahme von Stammzellei-

genschaften durch Hochregulation von Sox2 mit anschließender Differenzierung in neu-

rale Zelltypen ebenfalls eine Herabregulation von PDGFR-β zeigten (46). Daher sind 

diese Veränderungen in den mit Endothelzellen gemeinsam kultivierten Perizyten als Hin-

weise auf Prozesse der Dedifferenzierung und Transdifferenzierung zu deuten. Die Hoch-

regulation des Proto-Onkogens c-myc ist dagegen ein Zeichen für eine erhöhte Prolifera-

tionsrate (101, 146, 147), die mittels eines Vergleichs mit den allein kultivierten Perizyten 

erkennbar war (171). Da c-myc über Bindung an den Sox2-Promoter die zelluläre Dedif-

ferenzierung fördern kann (172, 173), spricht eine Hochregulation von c-myc passend zur 

Regulationsdynamik der anderen Zellmarker für eine stattfindende Dedifferenzierung der 

Perizyten. Die endothelial induzierte Hemmung der Produktion von Fibronektin könnte 

auf eine Herabregulation von Klf4 hindeuten, da umgekehrt eine erhöhte Klf4-Expression 

mit erhöhter Produktion von Fibronektin einhergeht (150). Dies könnte mit der Wirkung 

von TGF-β zusammenhängen, dem auch nach Ergebnissen von Brandt et al. im Hinblick 

auf die bereits oben genannten, endothelial induzierten Transkriptionsregulationen in den 
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Perizyten eine tragende Rolle zukommt (171). Im Einklang dazu stehen die Ergebnisse 

der vorliegenden Arbeit, die eine signifikante Herabregulation von Klf4 durch TGF-β1 

bei den Konzentrationen 5ng/ml und 10ng/ml zeigten (Abb. 15). Dabei zeigte sich TGF-

β1 als aktivstes Zytokin in den mit Endothelzellen gemeinsam kultivierten Perizyten in 

Bezug auf die zwischenzellulär bedingten Veränderungen. Perizyten in engem Kontakt 

zu Endothelzellen wiesen eine deutlich höhere Aktivität der TGF-β-Signaltransduktion 

auf (171).  

Somit haben zu den Veränderungen im Transkriptom der gemeinsam kultivierten Perizy-

ten sowohl parakrine Einflüsse von Endothelzellen als auch TGF-β beigetragen. Dieser 

synergistische Einfluss führte zu Veränderungen, die auf eine Dedifferenzierung mit an-

schließender, beginnender Transdifferenzierung hinweisen. Die alleinige Behandlung der 

Perizyten in der vorliegenden Arbeit unter normoxischen Bedingungen und ohne gemein-

same Kultivierung mit Endothelzellen war vor diesem Hintergrund wahrscheinlich die 

Ursache für die ausgebliebene Dedifferenzierung und Transdifferenzierung in endotheli-

ale Zelltypen. Demzufolge sind zusammengefasst neben TGF-β höchstwahrscheinlich 

weitere Einflüsse zur Auslösung einer perizytären EMT erforderlich.  

 

4.2.1.2 Synergistische Induktion von EMT-Vorgängen durch Hypoxie mit TGF-β 

Da ischämische Perizyten, die aus cerebralen Infarktarealen isoliert wurden, Stammzel-

leigenschaften annehmen und eine Transdifferenzierung in andere Zelltypen durchlaufen 

können (46, 47) und im GBM unter hypoxischen Bedingungen hohe Konzentrationen an 

TGF-β sezerniert werden (76), wirken Hypoxie und TGF-β bei der Induktion einer peri-

zytären EMT im GBM möglicherweise synergistisch. Es ist bekannt, dass zur Induktion 

einer EMT unter Hypoxie HIF-1α in Synergie mit TGF-β die Expression von SNAIL in 

Hepatozyten (174) oder auch synergistisch mit Glukosemangel neben SNAIL zusätzlich 

die Expression der EMT-assoziierten Proteine SLUG und N-Cadherin in HCC-Zellen er-

höht (175), wobei HIF-1α einen Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktor darstellt (54, 

55). Als weiteres Beispiel für einen Synergismus ist die TGF-β-induzierte Hochregulation 

von Endoglin in Monozyten und Endothelzellen heranzuziehen, die ebenso durch hypo-

xische Umweltbedingungen in der zellulären Mikroumwelt verstärkt wird (153), wobei 

Endoglin einen endothelialen Zellmarker darstellt (116). In der Gesamtschau wird hierbei 
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deutlich, dass hypoxische Umweltbedingungen nicht nur in der Lage sind, eine EMT zu 

induzieren (51), sondern in synergistischer Interaktion mit TGF-β zu einer Verstärkung 

dieser Induktion führt. Diese These wird durch andere Studien weiter untermauert, die 

Perizyten unter Sauerstoff- und Glukoseentzug zur Simulation hypoxischer Bedingungen 

kultivierten und anschließend auf Zellmarker untersuchten. Die Behandlung führte an-

schließend zu einer Herabregulation perizytärer Zellmarker als Zeichen einer Dedifferen-

zierung und einer Hochregulation des Stammzellmarkers Sox2 (47). Eine zusätzliche Be-

handlung mit TGF-β könnte diesen Prozess beschleunigen und synergistisch zu einer 

EMT führen.  

Da hypoxische Bedingungen regelhaft im GBM vorkommen (29, 30), wo EMT-Vorgänge 

eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression spielen (51), sprechen die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit, nach denen die Behandlung mit TGF-β allein nicht zu einer Dedif-

ferenzierung der Perizyten mit anschließender EMT in endotheliale Zelltypen geführt hat, 

dafür, dass neben TGF-β zusätzlich auch hypoxische Bedingungen und damit verbunden 

HIF-1α und Glukosemangel als Auslöser notwendig sind, um neben TGF-β-induzierter 

Expression von SLUG (78) über die Hochregulation weiterer, additiv wirkender EMT-

Transkriptionsfaktoren wie SNAIL eine EMT zu induzieren.  

 

4.2.1.3 Weitere EMT-induzierende Signalwege in Interaktion mit TGF-β 

Laut aktuellen Studien existieren eine Vielzahl von Signalwegen, die in Kooperation mit 

dem TGF-β-Signalweg die EMT induzieren (170). Dazu gehört u.a. der komplexe Wing-

less / Integrated (WNT-) Signalweg, der in der Entwicklung des ZNS eine Rolle spielt 

(176-178) und zur Hochregulation von SLUG, SNAIL und TWIST führt (170, 176, 179, 

180). Durch Hemmung des WNT-Signalwegs lässt sich die TGF-β-induzierte EMT hem-

men (181). Ein weiterer Signalweg, der in die Regulierung der Proliferationsrate und Dif-

ferenzierung eingebunden ist und in Tumorerkrankungen häufig eine Rolle spielt, ist die 

Proteinfamilie des rat sarcoma (RAS-) Systems (182-184). Dieses stellt einen weiteren, 

synergistischen Partner in der TGF-β-vermittelten Induktion der EMT dar, leitet in Ko-

operation mit dem TGF-β-Signalweg die Induktion des EMT-Faktors SNAIL ein und ver-

stärkt ihn zusätzlich (185, 186). Die TGF-β-induzierte Expression von SNAIL ist hoch-

gradig abhängig vom RAS-System, sodass die Inhibition der RAS-Signale eine 
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Hemmung der SNAIL-Expression zur Folge hat (185). Ob diese Signalwege, die syner-

gistisch mit der TGF-β-induzierten Signaltransduktion zur Auslösung der EMT kooperie-

ren, auch bei der Induktion einer EMT in Perizyten eine Rolle spielen, ist noch in weiteren 

Studien herauszufinden.  

 

4.3 Schlussfolgerung 

Die Behandlung der Perizyten mit TGF-β1 und TGF-β2 hatte keine signifikante Herab-

regulation perizytärer Zellmarker und keine Hochregulation von Stammzellmarkern im 

Sinne einer TGF-β-induzierten Dedifferenzierung der Perizyten mit darauffolgender An-

nahme von Stammzelleigenschaften zur Folge. Auch die endothelialen Zellmarker zeig-

ten keine Hochregulation infolge der Behandlung mit TGF-β. Die Hypothese, dass TGF-

β zu einer Dedifferenzierung mit anschließender EMT der Perizyten führt, konnte in der 

vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Stattdessen ist davon auszugehen, dass TGF-

β als alleiniger Auslöser zu keiner Dedifferenzierung mit konsekutiver EMT in Perizyten 

führt.  

Weil ischämische Perizyten aus einem Postinfarktareal sämtliche Hinweise auf Vorgänge 

der Dedifferenzierung, der Annahme von Stammzelleigenschaften und der Transdifferen-

zierung zeigten (46) und die Mikroumwelt des GBM neben hohen Konzentrationen an 

TGF-β (76) auch von Hypoxie geprägt ist (29, 30), ist davon auszugehen, dass zusätzlich 

zur TGF-β-induzierten Hochregulation von SLUG (78) weitere, Hypoxie-assoziierte Zy-

tokine und Signalwege für die Induktion notwendig sind. Weitere Akteure, die für eine 

synergistische Wechselwirkung infrage kommen, sind die Tumor-assoziierten Endothel-

zellen, die über parakrine Einflüsse das Transkriptom der Perizyten beeinflussen und die 

perizytäre Antwort auf die TGF-β-Signaltransduktion verstärken (171). Darüber hinaus 

existieren eine Reihe weiterer Signalwege, die in Kooperation mit dem TGF-β-Signalweg 

die EMT fördern (170) und deren Einfluss auf die TGF-β-induzierte Dedifferenzierung 

mit anschließender Transdifferenzierung der Perizyten zu untersuchen ist.  

Zur weiteren Aufklärung des endothelialen Einflusses im Rahmen einer synergistischen 

Interaktion mit TGF-β zur Induktion der perizytären Dedifferenzierung und Transdiffe-

renzierung sollten Perizyten gemeinsam mit Endothelzellen kultiviert, anschließend mit 

TGF-β sowie TGF-β-Antikörper behandelt und schließlich jeweils mit einer 
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unbehandelten Kontrollgruppe allein sowie gemeinsam mit Endothelzellen kultivierter 

Perizyten verglichen werden. Zur Untersuchung der Interaktion zwischen hypoxischen 

Umweltbedingungen und der TGF-β-Signaltransduktion kann das Studiendesign der vor-

liegenden Arbeit unter Ergänzung durch hypoxische und normoxische Kultivierungsbe-

dingungen als zusätzliche Variable ergänzt werden.  
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5 Zusammenfassung 

Das GBM ist der häufigste, maligne Hirntumor und ist aufgrund seiner vielfältigen Ei-

genschaften von einer schlechten Prognose gekennzeichnet. Die ausgeprägte Vaskulari-

sation des GBM stellt auf der Suche nach therapeutischen Zielstrukturen des GBM einen 

Forschungsschwerpunkt dar. Die GBM-assoziierten Gefäße erscheinen im Vergleich zu 

physiologischen Gefäßen stark deformiert und sind u.a. der Grund für die erschwerte The-

rapierbarkeit. Als Teil der Blut-Hirn-Schranke spielen hierbei die Perizyten eine wichtige 

Rolle. Unter hypoxischen Umweltbedingungen, die im GBM regelhaft vorkommen, kön-

nen Perizyten Stammzelleigenschaften annehmen und unter bestimmten Bedingungen in 

verschiedene Zelltypen transdifferenzieren. Vor diesem Hintergrund wurden in der vor-

liegenden Arbeit Perizyten auf ihr Potenzial untersucht, im GBM mittels EMT zur Tumor-

Angiogenese beizutragen. Dabei stellte sich die Frage, ob Perizyten durch TGFβ eine 

Dedifferenzierung mit konsekutiver Transdifferenzierung in endotheliale Zelltypen im 

Sinne einer EMT durchlaufen. Hierfür wurden Perizyten achtzehn Stunden lang jeweils 

mit TGF-β1 und TGF-β2 behandelt und anschließend über das qPCR-Verfahren auf Ver-

änderungen der Genexpression untersucht. Dazu wurden verschiedene, perizytäre Zell-

marker, Stammzellmarker und endotheliale Zellmarker herangezogen. Infolge der Be-

handlung zeigte sich jedoch weder eine Dedifferenzierung noch eine Transdifferenzie-

rung der Perizyten im Sinne einer TGF-β-induzierten EMT. Da im GBM neben hohen 

Konzentrationen an TGFβ auch hypoxische Umweltbedingungen vorkommen und in ak-

tuellen Studien anhand ischämischer Perizyten Hinweise auf die Dedifferenzierung und 

Transdifferenzierung von Perizyten in verschiedene Zelltypen gefunden wurden, wird die 

TGF-β-induzierte EMT wahrscheinlich in Synergie mit weiteren EMT-Faktoren ausge-

löst. Dazu kommen v.a. neben hypoxischen Umweltbedingungen auch Einflüsse Tumor-

assoziierter Endothelzellen über parakrine Mechanismen infrage. Um diese synergisti-

schen Interaktionen zwischen TGF-β, Tumor-assoziierten Endothelzellen und hypoxi-

schen Umweltbedingungen im Hinblick auf die Induktion der perizytären EMT weiter zu 

untersuchen, sollten Perizyten einerseits gemeinsam mit Endothelzellen und andererseits 

unter hypoxischen Umweltbedingungen kultiviert und jeweils mit TGF-β behandelt und 

analysiert werden.  
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